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現 在、 芳香族炭化水 素 に 対 す る 酸 化 反 応 は 金 属 錯体触媒 存在下 で過 酸 化 物 や
酸 素 を 用 い る な ど 激し い 条 件 が必 要 と さ れ て い る 。 ま た 、 芳香 環の ア ル キル 側
鎖 に 対 し て 水 酸 基を 効率的に 導 入 す る 反応 は 、 多 段階で行 われて お り 直接水 酸
基を 導入す る こ と は 困難と さ れて い る 。
化 学 薬品や染料の 原料と し て 広 く 用 い られ て い る 含酸 素 芳香族炭 化 水 素 は 石
炭 、 石油 タ ー ル 中 よ り 分離 さ れ る か 、 スル ホン化 と ア ル カ リ 溶融に よ っ て 製造
さ れ て い る 。 ベンジ ル ア ル コ ー ル を ト ル エ ンから工 業的に 合成 す る 場合 、 煮沸
ト ル エ ンに 塩素 を 通 じ て 塩化 ベンジ ル に 変換 し 、 その 後、 塩化 ベンジ ル と 炭 酸
ソー 夕、と の 加溶 媒 反 応 でベンジ ル ア ル コ ー ル を 合成 し て い る 。 こ の 様 に ハロ ゲ
ン化 と 後に 続く 過 程も高 温 高 圧の 反応 条 件 が 要求 さ れ る 。 し た が って 、 温 和 な
条 件 下 で安全か つ選択性良 く 酸 化 反応 を 行 うこ と が 望 ま れ て い る 。
近年 、 生体 触媒 を 用 い た 芳香族 炭化 水 素 か らフ エ ノ ー ル 類へ の 転換 に 関す る
研究が 環境 浄化 や有用 物 質 生 産 、 反 応機構 の 見地 か ら 行 われ て い る 。 石 油 、
炭 中 に 多 量に 含ま れる 多 環芳香族化 合 物 は 生 体内や環境 微 生物 に よ り 分解 を 受
け る とと が 見 出 さ れ て い る が 1.2・3)、 との 際、 微 生 物 に よ る 酸 化 は フエ ノ ー ル あ
る い は カ テ コ ー ル を 経て 分解 さ れて い る 4) 。 ベンゼン環 側 鎖 の メチル 基 酸 化 で
は メチル基が ヒ ド ロ キシ メチル 体を 経由し て カ ル ボ ン酸 に ま で 酸 化 さ れ る 。 例
え ば、 メチル ナ フ タ レ ン5)、 キシ レ ン6)、 p- シ メン7)な ど は それ ぞれ ナ フ ト エ 酸 、
ト ル イル 酸 、 p -イソプ ロ ピ ル 安息香 酸 に 変換 さ れ る とと が 報告さ れ て い る 。 ま
た 、 カ ル ボ ン酸 に ま で 酸 化 さ れ ず、ア ル コ ー ル が 生 成 す る 例 も報告 さ れ て い る 。
例え ば、 1 -(3- ク ロ ロ -4- メ チル フ ェ ノー ル) ピ ペラ ジ ンハイド ロ ク ロ ラ イド は 、
As per gil]us属 の カ ビ に よ っ て2 - ク ロ ロ -4-(1- ピ ペラジル) ベンジ ル ア ル コ ー ル
に 変換 さ れ て い る 8)。 し か し な が ら、 ア ル キル 基を 持 つ多 環 芳香族 化 合 物 は一
般 に 微 生物 に 対 し て 毒性を 示 し 9.10) 、 選択性も低 い の で 有用 化 合物 の 合成 手段と
し て 利用 し よ うと す る 試み は 少 な い 。
一方 で、 微 生物 や酵 素 を 触媒 と す る ア ル コー ル の 酸 化 で は ラ セミ体 の 分割 に
興味が持 た れ て お り 、 生 体酸 化 は 、 酸 化剤 と し て 重金 属 や過 酸 化 物 を 必 要 と せ
ず、 室温 、 水 溶 媒 中 で安全に 行 え る 利点を 持 っ て い る の で注 目 さ れ て い る 。
一般 に 生体 触媒 を 用 い た 反 応 は 、 常温 、 常圧の 温 和 な 反 応 条 件 で選択的に 効
率よ く 行 え る 利点を 持 っ て い る 。 し かし な が ら、 基質 お よ びそ の 代謝物 に より
反応が 阻害さ れ やす く 、 反 応 条 件 のわずかな 違い が収率に 大 き く 影響を 及ぼす 。
ま た 、 収率が低 い 等の 問題が あ る 。 近年 、 遺伝子組み 替え や新た な 有用 菌 株の
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膨大な 費用、 時間が 費 や さ れ る こ と と な る 。
本研究で は 、 微生物 の う ちバ ク テ リ ア の 有す る 生体 触媒 系 に 注 目 し 温和 な 条
件下で 安全かっ選択性 良 く 酸化 あ る い は還元反 応 を 行 う こ と を 目 的 と し た 。
第 1部第1章で は 、 本研究 に 使用し た 野生種バ ク テ リ ア の 分 離 、 同 定 、 最 適 培
養β法 につい て述べ た 。
第2章で は 、 ナフタ レ ン 、 メ チ ル ナ フ タ レ ン 類 、 ビ フ ェ ニ ル の 酸化 反 応 に お け
る最適反応条件を 検討し た 。 すな わ ち 、 反 応 温 度 、 pH 、 培 地濃 度 、 菌 体 量等
が収率に及ぼす影響を 検討し た 。
第3章で は 、 l ナ フ ト ルー収率の 増加 法 に つ い て 検討を 行 っ た 。 す な わ ち 、
トナ フ ト ルーが a定濃度 に 達すると 酸 化 が停止す る た め 、 反 応 系 に ア ニ オ ン 交
換樹脂を 添加し 、 逐次的に 生成し て く る 1 -ナ フ トー ル を 吸 着 除去し な が ら 反 応
を 進め収率哨加を 試みた 。 ま た 、 微量金属 イ オ ン 、 酵素 活 性 物 質 等 を 添加 し 収
本消加の 口J能性を 探 っ た 。 さ らに 、 薗体 を 固定 化 す る こ と に よ り 菌体 の 再利 用
をl試みた 。
第2部第 1 章で は 、 適用 範囲を 広げ る た め に さ ま ざ ま な 芳香族炭化 水 素 の 反応
を バク テリアを 用いて 行 っ た と こ ろ、 9- フ ル オ レ ノ ン に お い て ケ ト ン 基の 還元
反応が起こ ゐこ と が認め られ た 。 そ こで 、 9- フ ル オ レ ノ ン の 還 元反 応 に つい て
最適反応条件の検討を 行 っ た c ま た 、 B . brevis と パ ン 酵母 を 用 い 還 元 反 応 性 の
比t鮫を 行 っ た 。
!;ß2市で は 、 生成物 の 11葉分離 法 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 ガ ラ ス 管 に
透析)]長チューブを 通し 、 チ ューブ内に 反 応液 を 流し て そ の 外 側 の ガ ラ ス 管 内 に
111)流的に 水 を 流し 、 連続的に 坐成物 の抽出 を 行 っ た 。 さ ら に 、 こ の 抽出 液 を 吸
泊:カ ラ ム に通し 、 樹脂ヒに吸着 さ せ 生 成物 を ア ル コ ルー で 溶 出 し た 。
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バクテリアを用いた芳香族炭化水素の酸化第1部 カラム温度は室温、検出波長は230凹nで分析を行った。













一ここでは、芳香 族炭化水素の有用物質への変換を目的とした バクテ リ アの 探
索を行い、さらに、最適増殖条件を検討した。
実 験第 2 節
25 
40 35 30 25 
Retention time / min 








標準培地に寒天末(和光純薬工業(株)製) を 1.5%となるように加え たものぞ
フレート上、室温で硬化させ寒天平板培地として用いた。
2 . 1 
















2.3 生成物 の 分 析
反応終了後、反応液を滅菌したピペットで10 rnLサンプリングし、酢酸エチ
ル 2 nlLで3 回 抽 出し、 一定量に希釈したのち高速液体ク ロ マトグラフィー(以
下 HPLC)で測定した。HPLC はM&S GIL SON旧民SYSTEM(Pum:
MO DEL 302， lN - Delector， MO DEL 1001 ) カラムはYMCPACK O DS二
(46 m id ×150 m，YMC 製 )を使用した。 溶出液はメタノールー水を
用い、流速1 mL/minで 4:6から9:1まで25分間勾配溶離させた(Scheme 1)。
-9-QU 
Table 1 Characterist ics of B. cereus isolated from the s oi l  of 
TOYAMA Prefecture ( GOFUKU) 
Table 2 C haracteristics of B. brevis isolated 合om the soi I of 
GIFU Prefecture (MIY AGA W A) 
Gram sta i n ing  





/ A G (- ) 
+ 
Gram sta in n i g  十
Rod or s phere R 
V P tes t  
Lys i ne 
A rg in ine 
Orniti ne 
+ Growt h anae robica l ly 
S pore forma tion + 
Moti l ity + 
Growt h anae robica l ly  + Cel l d i a meter > 1 .0 μ m  
OF Catala se test + 
ß -hemolys i s  
S pore forma tion 
N i tra te red uced ni tri t e  
Escu l i n  
+十
十+++
O x idase  t est 
OF test F 
Hydorolys i s  of gela ti n  
Glucose 
A rabinose 
VP t est 
Hydrolys i s  of gela tin + 
Mannose Format ion of i ndol e 
Mann i tol 
Maltose 
Gl ucon i c  ac id 
Urease 
Ad ipic aci d 
Mal i c  ac id 
Cit ric ac id 
Uti l iza t ion of c itra te 
+++ 
Nitrate reduced n i廿ite + 
Growt h at pH 5 .7  + 




培 養 条 件 が 菌 体 の増殖 に 及 ぼ す 影 響
菌体の 増 殖 は 分光 光 度 計 ( 660nm ) を 用 い 濁 度 を 測 定 す る こ と に よ り 経時 的
3 . 2 
に調べた。
30 mLのL 字管 に 1 0 mL の 標準培 地 お よ び菌体 を 入 れ 、 20 - 350C の 範 囲 でB.
cer，ε1.1SおよびB. brevis の 培 養 を 行 い 、 培 養温 度 が菌体増 殖 に 及ぼす 影響を 調
べた ( 図 1 - a，b) 。 図よ り 200C 、 25 0C では増 殖 速度 が 遅 く 、 35 0C では 初期 増 殖
速度 は速 い が 、 定常 期 に お け る 菌体濃度 は 低か っ た 。 と れ ら の 結果 よ り 、 最 適
































































8 6 8 6 4 2 
Incu bation time / h Incu bation time / h 
Effec ts of tempemtu陀on the growth of B. breνIS. 
I n to a 30 mL L-sha ped test tube were added 1 0  m L  of a sta ndard cul tu re 
so luti on and 0. 1 mL pre-cul tured solut ion . The incuba tioJl was ca rried out 
by s low sha k ing. 
。: 20 oc，ム: 25 oc、.: 30 oc，口: 35 oC . 
Fig. 1 - b Effects of temperatu陀on the growth of B. cereus . 
l nto a 30 mL L-sha ped te st tube w ere added 1 0  m L  of a sta ndard cu l ture 
soluti on and 0. 1 mL pre-cu l  tu red solut ion.  The i ncuba tion w as ca rried 
out by s low shak ing.  
。: 20 'C，ム: 25 G， .: 30 oc，口: 35 oC. 
-12-
Fi g. 1- a 
ηJ 1i 
塩酸および水酸化ナトリウム水溶液を用いpH3 -11 に調




















13 1 1  9 7 5 3 
-E OV 13 11 9 7 5 3 
pH pH 
at 300C Effects of pH 00 the growth of B. cereus Fig. 2- a 
E ffec ts  of pH 00 the growth of B. brevis at 30oC. 
I nto a 30 mL L-sha ped te st tube w ere added 1 0  m L  of a s ta ndard cu l  ture 
soluti on and 0.1 mL pre-cu l tured sol uti on .  The i ncubat ion w as ca rri ed out 
by s low sha ki n g  for 4h. 
第 4 節 結 論
1) ナフタレン 活性を示したバクテリアはB. cereusおよび B. brevisであっ
Fi g .  2- b 
I n to a 30 mL L-sha ped te st tube w ere added 1 0 m L of a sta ndard cu l印re
sol uti on and 0. 1 mL pre-cu l tu red so lu t ion . The i ncuba tion w as ca rri ed out 
by s low sha k ing for 4h. 
pH7-9であった。
。た
2 )  B. cereusおよびB. brevisの最適増殖条件は3 00C、
-14 - FD 1・ょ
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第2 章 ナフタレン類の酸化条件の 検 討
1 ナフタレンの酸化条件 の 検 討
第 1 節 緒 言
ナフタレンのバクテリアによる酸化は古くより研究されており、 1956年にR.
E. Kl ausmeierらが、 Pseudomonas aenlginosaを用いて、 サリチル酸が生
成されたととを報告している に また、 水酸化反応については、 PSeUd0I110J]å
s p. Strain NCIB 9816 が、 1，2-ジヒドロキシ-1，2 -ジヒドロナフタレン を/七成
したことや2)、 Agmenellum Quadrupli catumが、 1 -ナフトールを生成したこ
とが報告されている3)。
一方、 カビによる酸化反応はCun口紅hamel1a elegansが、 主生成物としてl
-ナフトール、 4-ヒドロキシ-1-テトラロン を生成し、 その他に4種の高Ij 'iミ成物
を生成したことが報告されている ぺ




ここでは、 自然界より単離したB. cereusを用い、 効率的なナフタレンの酸
化について検討した。
第 2 節 実 験
2 . 1  菌 株 お よ び 培 養
菌株は、 スクリーニングで最も高いナフタレン 活性を示したB. cereusを用
いた。 前培養は、 10 mLの 標準培地を入れた30mLのL字管に白金耳でB.
cereusを植菌し、 300Cの恒温槽中で12 時間振猿を行った。 また、 本培養は、
500mL三角フラスコに標準培地100 mLと前培養液 1mLを加え300Cの恒温
槽中で 12時間振渥培養を行った。
2.2  ナ フ タ レ ン の 反応 お よ び生成 物 の 分 析
本培養後、 遠心分離 (800 x G 5 rrùn)で集菌し2回洗浄した後、 培地に再懸濁
した。 その懸濁液を500mLの坂口フラスコに入れ、 ナフタレン (関東化学(株)
製)のアセトン溶液 (アセトンは培地の1%容量とした。 以下、 同様とした。 )
ーI () - 勺t司i
を加え、 300C の恒温槽中で振渥( 4.5 c m ， 110 r.p.m .)し反応を行った。
生成物を定量するために、 一定時間毎に滅菌したピペットで反応液を10 mL




液を凍結乾燥させた。 次に、 残留物をエタノールに溶解し、 シリカゲルプレー
ト(20 X 66 m m ， Kiesel gel 60  F256， Merck Co . )上で展開し、 uv照射で蛍光
スポットのRf値を測定した。
第 3 節 結 果 と 考 察
3 . 1  ナ フ タ レ ン の 酸化
30mLのL字管に10mLの標準培地 およびB. cereus を加え 300C で12時間培
養を行った。 培養後、 培地中濃度が720 μ mol/Lとなるナフタレン-アセトン
溶液を加え、 2 4時間反応を行った。 反応液10mLを2 mLの酢酸エチルで3回抽
出しHPLCで分析を行った。 その結果、 保持時間1 4. 2分(A)，15.1分(B)に生成物
のピークが認められた。 ナフタレン酸化物の標品との比較から、 生成物Aは1
ナフトール、 生成物Bは2-ナフトールの保持時間とそれぞれ一致した。
3 .2 ナ フ タ レ ン の 酸化生 成 物 の 分離 と 分 析
500 mLの坂口フラスコに標準培地250 mLおよび前培養液1 mLを加え300C
で 48時間培養を行った。 次に、 培地中濃度が720 μ mol/Lとなるようにナフタ
レン-アセトン溶液を加え 48 時間反応させた。 この反応を同時に 4 本行い、 反
応終了後、 反応液250 mLtこ対し50 mL のジエチルエーテル ( 以下、 エーテル)
で3回抽出し、 抽出液を無水硫酸ナトリウムで一晩脱水した。 エーテルを留去
した後、 残留物を少量の エタノールに溶解させた。 次に、 シリカゲル( Kiesel 




生成物を含む留出液から溶媒を留去しlH-NM Rスペクトルと GC-M Sを測定し
た。 その結果、 主生成物は1-ナフトール、 高IJ生成物として2-ナフトールと同定
された。 また、 1-ナフトール、 2-ナフトールの生成比は9 4:6 であり、 1-ナフ
ト ー ル収率は 17 %に達し、 本 反 応 の ナフタレン回収率は65 % で あった
CSche me 2)。
。。 B. cereus + CO
OH 
naphthal ene l -naphthol 2-naphthol 
94 : 6 
Scheme 2 Oxidation of naphthalene by B. cereus. 
QU 11ム nU 1tA 
ナ フ タ レ ン お よび酸化生 成 物 がB. cereusの増殖に及ぼす 影響
30mLのL字管に標準培地 10mL、 前培養液 0.1m L ， 倍地中濃度1. 0 -2 .0 
mmol/L のナフタレン、 1-ナフトールおよび2-ナフトールのアセトン溶液を そ
3 . 3  α-ナフチル サル
れぞれ添加し30 Cの恒温槽中で振塗 (110 r. p.m.)させ3 0分おきに波長 660 n m
で吸光度を測定した(図3-a，b，c)。
ナフタレンは、 増殖阻害を示さなかった (図3-a )。 一えj、 1 ナフトールは、
1.0 mmollL で阻害を示し、 1. 5mnlo1/L で増殖 を完全に阻宵した (1苅3 b)。
2-ナフトールは1. 0 nlDlollLで阻害を示し、 2 .0rnrnol/Lで用荊を完全




フェイ卜や、 α-ナフチル- ß D-グルクロニドのような、
{i- {ビが報告されているω。 そこ で、 薄層クロマトグラフィー
応液中の水溶性代謝物の検出を行った。 500mLの坂口フラスコに蒸留水250
lnL、 培地中濃度が720 μmollLのナフタレン -アセ トン溶液と12 g-wet/Lの
l矯体を加え30 Cで24日寺問振還し反応を行った。 反応終了後、 反応液を酸性条
件および 塩基性条件下で生成物を酢酸エチルで抽出し、 水層を凍結乾燥を行い




酢酸エチル=17:1:2 の割合で展開し抱合体の検出を試みた( Scherne 3)。 その























8 6 4 
Incu bation time / h 
2 
Fi g .  3- a Inhibi tory effects of naphthal ene on the gl'owth of 
B. cereus at 30oC. 
TLC of products i n  aqueous layer. Scheme 3 
Into a 30 mL L-sha ped te st tube were added 1 0  m L  of a standard cu l ture 
soluti on ，  0. 1 mL of pre -cu l t u red sol uti on， and d isso lved i n  ace tone. T he 
inc u bati on was c arri ed  out by s low shaking. 
. : Cont ro l ， ム: 1 .0 m mol/L， 口: 1 .5 m mollL， 0: 2.0 mmol/L. 
a:α-Naphthyl -ß -0- gluc uron i de 
b: produc ts in aqueous I ayer 
c: α-naphthyl su l fate 
守t・ふつん- 20-



















































8 6 4 2 
ov oo 6 4 
Incubation time / h 
2 
Incu bation time / h 
Inhibi tory effects of 2-naphthol on the growth of 
B. cereus at 30oC . 
Fig .  3 - c 
Fig .  3 - b Inh ibi toI)' effects of l -naphthol on the growth of 
B.cereus at 30oC. 
I nto a 30 mL L -sha ped te st tube w ere added 1 0 m L of a s ta ndard cu l  ture 
solu ti on ， 0. 1 mL of pre -cu l t u red solu ti on，  2-naphthol d i s sol ved i n  acetone. 
The i ncubation w as ca rried out by sl ow s haki ng .  
. : Cont ro l ，  0: 1 .0 m mol/L， ム: 1 .5 m mol/L， 口: 2.0 m mol/L 
I nto a 30 mL L-sha ped te st tube were added 1 0  mL of a sta ndard cu l ture 
sol uti on ，  0. 1 mL of pre -cu l t u red solut i on ，  l -naphthol d i s sol  ved in acetone. 
The incuba tion was ca rried out by sl ow shak i ng .  
. : Cont rol ，  0: 0. 1 0  m mol/L， ム: 0.50 m mol/L， 口: 1 .0 m mol/L，  
.: 1 .5 mmol/L. 
円ふつUっ“つム
3.4 反応 条 件が 1 -ナフトール 収 率 に 及 ぼ す 影 響
3 . 4.1 溶解剤が収率 に 及 ぼ す 影 響
ナフタレンを培地に分散さ せるため少量の有機溶媒を用いた。 500mLの坂口
フラスコ に標準府地250InLおよび前培養液1mLを加え3 0 0Cで4 8時間培養を
行ソた。 その後、 培地ql濃度が720 tlmollLとなる量のナフタレンをアセ トン、
DMSO、 /セトニ ト リル 、 エタノー ルに そ れぞれ5 rnL溶解させ、 培地に添加
し18時間反応を行った。 その結果、 アセトン、 DMSO、 アセトニトリル、 エタ
ノ ーール、 無添加のJII員に、 1 8%、 16%、 8%、 2%、 15%の 収率を得た。 これ
らの結果、 アセ トンが溶解剤 として最も 適していた。 これは、 アセ トンにナフ
タレンが溶解し、 I白地 中で効不よく分散さ れたため収率が増加したものと推察
された。 また、 無添加に比べ収率が低下した溶解剤は その毒性によるものと予
測された。
た。 手JII員Cは、 収率が3%であった。 手)11貢D は収率が16%に達した。
手)11員AおよびCの方法は、 手JII員BおよびD と比較して収率が低かった。 こ れは
培地 中栄養物と基質の間で代謝の競合が生じたため反応が阻害さ れたものと思
わ れる。 事実、 手JII員Cにおいて120時間反応を行うことにより収率が14%まで
増加した。 とれらの結果より、 ナフタレンの酸化は蒸間水または貧栄養府地 が
適していた。




すなわち、 500 IllL の坂口フラスコに標準培地100 m1.、 前培養液1 mL 、 培
地I t'濃度720 μrnollL となるナフタレンーアセ トン溶液を加え30 0Cで24 時間
振漫し反応を行った。
刊11貢B;バクテリアの用殖後にナフタレンの酸化を行った。
すなわち、 5001nLの坂rJフラスコに標準培地1 00 mLおよび 前培養液 1mLを
JJllえ300Cで4 8時間情養を行った。 その後、 培地中濃度が72 0 μmollL となる
ナフタレン-アセ トン溶 液を加え24時間反応を行った。
刊II�C ;バクテリアを系外に取り出し、 新しい培地 にとの菌体を加えナフタ
レンの 酸化を行 った。
すなわち、 500 111Lの坂口フラスコに標準培地100mLおよび前培養液1mLを
加え300Cで4 8時間培養を行った。 その後、 遠心分離で集菌し、 菌体(1 g)およ
び!日地中濃度が720 μ mol/TJとなるナフタレン -アセ トン溶液を、 新しい標準
桁地100 nüJこ加え24時間反応を行った。
下)II�D ;反応方法は手JII員C と同様に行い、 ととでは培地として蒸留 水を用い
2，1時間反応を行った。
これらの結果、 手JII員Aは反応終了後100mLの反応液中に19のバクテリアが存
在したが、 1-ナフ トールは生成していなかった。 手順Bは反応終了後、 100mL 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































塩酸及び水酸化ナトリウムを用いpH 3-11 に調 整した蒸留 水100 mL中に、
培 地中 濃 度 が72 0μmol/L と な る ナフ タ レ ン-アセトン溶 液 お よ び10
g-wet/Lとなる薗体を加え、 300Cで12時間反応を行った結果を図5に示す。
この結果、 pH5-9までの比較的広い範囲で1-ナフトールが生成し、 pH8で最
高収率 1 5 %に達した。 また、 pH 3及び、pH11では、 ほとんど反応しなかった。
また、 pH5 -9では、 反応終了後のpHは約8.4を示した。 とれは、 菌体 自体の
pII調 整機構が働いていると考えられた。
これらの結果は、 バクテリアの最 適増殖条件に一致し、 反応は菌体の増殖 に
適した条件下において最も高い収率を与えることが示された。
3 . 4 . 4  培地 濃 度 が 収 率 に 及 ぼ す 影 響
培地は、 菌体の維持と増殖 に密接な関係があるため、 培地濃度が基質の反応
速度および収率に影響を及ぼすことが予測された。 そこで、 情地濃度を変化さ
せ反応を行った結果を図6に示す。 標準塙地を段階的に10倍まで希釈した培地、
または蒸留 水2 50 mL中に、 それぞれ培地中濃度が72 0μ11101 しとなるナフタ
レン アセトン溶液および12 g-wet/L となる菌体を加え300Cで振渥し反応を
行った。 この結果、 培地を希釈するにつれ初期反応速度は速くなり、 蒸留 水の
みの系では 無希釈培地に比べ初期速度が約6倍速くなった。 すなわち、 蒸留 水
を用いた場合、 2 4時間後に収率が18.8 %に達したのに対し、 無希釈培地では
3.5 %であった。 これは、 培地中の栄養物と基質のナフタレンが競合し、 反応






















20 40 60 80 100 120 
Reaction time / h 
Fig . 5 E百ects of pH on the oxidat i on of naphthalene at 30 oC. 
I nto a 500 mL Saka guchi-fJask  we re added 1 00 mL of di st i l l ed w ate r， 
1 2  g-wetJ L of bac teri a、 and 720 μ m  ol/L of naph出a lene d issol ved i n  
acetone .  The react ion was carr i ed out for 1 2  h .  
Fig .  6 Effects of c ul rure sol ution on the oxidation of naphthal e ne 
at 30  oC 
I nto a 500 mL S akaguchトfl ask we re added 250 mL of m ed i u m ，  1 2  g-we tJL of 
bac teri a， and 720 μ m ol/L of naphtha l ene  d i sω1  ved i n  acetone. 
・: Cul ture solut ion ， Â: c u lture sol ution of 2・fol d d i l ut ion， 
口: c ulture sol ution of 5-fol d d i l ut ion ， ム: c ulture ωI  ution of I O-fol d d i l ut ion，  
。: d i  st i l l ed w a記r.
-28- -2 9-
3 . 4 . 5  基 質 添 加 量が収率 に 及 ぼ す 影 響
菌体量に対し、 一定の基質消費量が存在することが予測された。 そこで、
500 mLの坂口フラスコ中に蒸留水100mL、 培地中濃度が2 40 -2 400 μmol/L
となるナフタレン-アセトン溶液および10 g-wet/Lとなる 菌体を加え、 30 0C
で2 1時間振盗させ反応を行った。 基質量を減少させるにつれ収率は増加したが、
基質を720μ mol/L以ドに減少させても収率は増加しなかった。 したがって、
7フタレンの酸化では倍地I � J濃度が720μmo l/L となる添加量が 最も効率 的で
あった。




L字管に蒸留水10mL、 培地中濃度が20 -200μ 1no1/しとなるナフトール、
72 0μ mollLとなるナフタレン アセトン溶液および10 g wet/Lとなる菌体
を加え30 0Cで振盈し反応を行った。 これらの結果、 2 ナフトー-ルは添加濃度
が200 μmol/Lで、 1-ナフトール収率が10.7 %に減少した。 しかしながら、 長
4の収率が飽和に達した反応液中の2-ナフトール生成濃度は、 8 ILlno1/Lである
ため、 2-ナフトールが反応を阻吉したとは考えられない0 ・}j、 lナフトール
は、 添加量に応じて収率が減少し、 200 μmollLの添加でlナフトール生成は
停止した。 これは、 表4の収率が飽和に達した反応液Iドの1ナフトール生成濃
度 に一致した。 したがって、 酸化阻害は、 主にトナブトールによって生じたも
の と推測された。
3 .4 . 6  菌体量が収率 に 及 ぼ す 影 響
収率は生体触媒としての菌体量に比例し増加することが期待された。 そごで
菌体量を安えてナフタレンの酸化を行った(表 4)0 500 mLの坂口フラスコに蒸
溜水100111L、 応地中濃度が720 l11nol/Lとなるナフタレン-アセトン溶液お
よび6-2 4 g-w札/Lとなる菌体を加え、 300Cで振還し反応を行った。 表より、
的体最の増加につれ収率も増加したが、 18 g-wet/Lで収率26. 4 %に達すると、
それ以上保i体濃度を明加させても収率は ほとんど増加しなかった。 すなわち、
生成物が一定濃度に達すると酸化に阻害作用が生じた。
Table 5 Inh ibi tory effects of naphthoIs on the ox idat ion of naphtha1ene a) 
Amount of bacteria  Yie l d  of 1-naphthol Yield of 2-naphthol 
1 g -wet 1% 1% 
0. 6 1 2 . 8  0 . 8 
1 . 2 1 8 . 7  1 .1  
1 . 8  26. 4 1 .6 
2.4 27 .1  1 .6  
Naphthol s Conc . of naphthol 1 μ mol lL Yie ld of 1 -naph出0110/0 
。 1 7 . 0  
2-naphthol 
20 1 5 . 3  
1 00 1 1 . 7  
200 10.7 
。 1 7 . 0  
20 1 5 . 3  
l-naphthol 
1 00 8 . 5  
200 。
Tabl e 4 Effects of the amount of bacteria on the y i el d  at 300C for 24 h a) 
a) I nto a 500 mL Sakaguch i -f1ask were added bac teri a， 1 00 mL of d ist i l led w at er， 
and 720μmol/L of naphtha lene d issol ved i n  acetone. 
a) I nt o  a 30 mL L-shaped t est  tube we re added 1 0  mL of d i st i l l ed w ate r， 1 0  g-wet/L 
of bac teri a， and 720 μ m ol/L of naphtha lene d issol ved i n  acetone.  The reac tion w as 
ca rried out at 300C for 24 h .  
ハU円、U っ、U
3 . 5  ナ フ タ レ ン の 酸化反応における B. cereus 酵 素系の検討
ナフタレンの酸化反応は核への直接酸化による1位または2位へのヒドロキシ







第 4 節 結 論
自然界より単離したB. cereusを用いナフタレンの酸化条件を検討し、 以下
の結論を得た。
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2 メ チ ル ナ フ タ レ ン類の 酸化生 成 物 お よび酸化条 件 の 検 討
第 1 節 緒 言
現 在、 芳香環のアルキル 側鎖を 効率的に 水酸化する 工 業的反応は 激しい 条 件
下で 多段階に行わ れており、 直接 水酸基を 導入することは 困難とされている。
したが って、 一段階、 常温、 常圧で 水 酸化する ことので きる よ り 温和な反応系
が求められている。
近 年、 自然環境中に存在する 多 環 芳 香 族化 合物が生体内や環境微生物によ っ
て分解を 受ける ことが 見 出されて きた 123 0 この 際、 酸 化によりフ ェノールあ
るいは カテコールを経て分解する ことが 確認されている 4)。
アルキル基を持つ 多環芳香族化 合物は一般に 微生物 に 対して毒性を示し 5.6) 、
選択性も低いので有用化 合物の 合成 手段として利用する試みは少ない。 例え ば、
Pseu domonas 属の バクテリアを用い、 1-メチルナフタレンから1 - ヒドロキ シ
メチルナフタレンへの変 換が試みられたが収率は 低か った 7)。
こ こでは、 ナフタレ ン酸化菌B. cereusおよびB. brevisを用い 、 メチルナフ
タレ ン 類、の酸化について検 討した。
第 2 節 実 験
菌体、 培養、 HPL Cは 第2 章ナフタレンの酸化と 同様に行 った。
2 . 1  メ チ ル ナ フ タ レ ン 類 の 反 応 およ び 生 成 物 の 分 析
本培養後、 遠心分離 (800 x G 5 m in )で集菌し、 菌 体を2回洗浄した後、 培地
に再 懸 濁した。 その溶液を500 mLの坂口フラスコに入れ、 培地 中濃度が72 0
μmol/Lとなる基質 -アセトン溶液を加え 、 300 Cの恒温槽中で振 濠( 4 . 5 c m， 
110 r.p .m .)し、 B. cereusおよびB. bre vis のメ チルナフタレ ン類への酸化 活性
を 調べた。
生成物を単離するためにTLC( シリ カゲル プレート2 0 X 66 mm， Kiesel gel 60  
F2 56， Merck Co . )を 使用した。 基質、 生成物、 予 想、生成物の 標 品を ヘ キ サ ン
ーエーテル (1: 1 ) の 混合液を用いて 展開し、 uvラ イト照射し蛍光を 観察し
た 。 ま た 、 発 色に は Gib bs ' 試 薬(2，6 -dichloro -p-be n zoGuino ne -4-chlo ro
i m ine の 2 %メタノール溶液)を用いた。
生成物を定量するため、 一定時間毎に反応液を 5 mL サ ンフリ ン グし、 その
サンプルを酢酸エチル 1 mLで 3 回抽 出し、 調 製したしたの ちHPLCで 測定し
Aヨつυ -3 5-
た。 溶出溶 媒はアセ ト ニトリル 一水を用い 流速 1mL/m inで勾配溶離させ分 析
を 行った。 カラム 温度は 室温、 検出波長 は 2 30 nrnで行った。
を7.0 % 生成し 2 2.9 %の 選択率を 与えた。 とれらの結果、 全ての基質において B.
cereusはB. bre visよりも高い収率および 選 択率を 与えた。 したがって、 これ
ら基質の酸化はB. cereus を用い検討を行った。
第 3 節 結 果 と 考 察
3 . 1  メ チ ル ナ フ タ レ ン 類 の 酸化
上 壌中から 単離された バクテリア25 株中、 ナフタレンの酸化 活性を示した2
株、 すなわ ち、 β. cereusと B. bnθvis を用いて1-メチルナフタレン (関東化 学
( 株)製)( 以 下、 l-Me -nap h)、 2 メチルナフタレン (関東化学 ( 株)製)( 以下 、
2 -Me -nap h)お よ び 2，6ー ジメ チ ル ナ フ タ レン (関 東 化学 ( 株 ) 製)( 以 下 、
2 ，6-Me ? -nap h)の酸化 活性を 調べた。
1-Me -nap hの反応では、 両菌体とも保 持時間13.1 分(A)と15.3分(B)に 生成
物のピークを検出した。 生成 物Aは 標 品の1 -ヒドロキ シメチルナフタ レン (関東
化 学(株)製)( 以 下、 1-(H OCH っ)-nap h)の 保 持時間と 一致した。 生 成 物Bは保 持
時間の一致する 標 品を 見いだせなかった。
2 Me -nap hの反応では、 両菌体とも13.6分(C )と16.1分 (D )に 生成物のピーク
を 検 出し た。 生 成物Cは標品の 2-ヒドロキシ メ チル ナフタレ ン CAldrich Ch em . 
Co . 製)( 以 下、 2-(H OCH ，)-n aph )の保 持時間と 一致 した。 生成物D は保持 時間
の 一致する 標 品を 見いだせなかった。
2， G-Me 4-nap hの反応では、 両菌体とも8.6分( E)と 14 .4 分( F)に 生成物のピー
クを 検 出した。 生成 物Eは 標品の2 -ヒドロキ シメチル-6-メチルナフタレン ( 以
ド、 2 -(H OCH ，J-6-Me -nap h)の保 持時間と 一致し、 生成物 Fは2，6-ビスヒドロ
キシ メ チルナフタ レン( 以下、 2-(H OCH 2)-6 -M e-n aph )と 保持 時間 が一致 した。
3 . 2  メ チ ル ナ フ タ レ ン 類 の 酸化活 性 の 比 較
標準培地 10 mLを入れたL 字管に、 B. cereus 、 B. brevis を それ ぞれ加え
300Cで培養を行った。 12 時間後、 培地中濃度が72 0 μmol/L となるメチルナ
フタレン -アセトン溶液を添 加 し、 24 時間振 塗 し反応を行った(表 6)。 その結
果、 l -Me -nap hの反応において B. cereusは1 一(H OCH 2)-n aph を1 0. 3: % 生 成
し 46. 1 %の 選択率を示した。 一方、 B. bre visで は1 -(H OCH 2)-n aph を9. 1 % 
生 成し4 0.4 %の 選 択 率 を 与え た 。 2 -Me -nap hの反応では、 B. cereus は
2 一( I IOCH )-nap hを2 2 .1 % 生 成し62 .7 %の 選 択率を 与えた。 一方、 B. brevis 
で は 2 -( HOC Hz)-nap hを 18.1 % 生 成 し 57.2 %の 選 択 率 を 与え た 。
2 ，6-Me 2-nap hの反応では、 B. cereusは 2-(H OCH 2)-6-M e-n aph を11 .3%生
成し 27.0 %の 選択率を 与えた。 一方、 B. brevisでは 2-(H OCH )-6-M e -n aph
円。ηο 勺tqベU
メ チ ル ナ フ タ レ ン 類 の 酸化生 成 物 の 分離 と 分 析
本培養後、 菌体を 遠心分 離で集菌し滅 菌 水で 2 回 洗 浄し3 0 g -wet/Lになる
よ うに標準培地 に 再懸濁した。 その懸濁液 100 InL を 容 量500mLの坂 口 フ つま
スコ に 入れ72 μmo lの基質-アセ トン溶液を加えた。 その 後、 30 0Cの 恒温槽
中で振渥( 4.5 CIn， 110 r.p . rn.)し 24 13寺 問反応を行 った。 この操作を20 本分行い、
反応終了後 、 反応液100 rnLtこ 対し2 0 1nL の エ テールで 2 回抽 出し、 抽 出 荷主を
無水 硫酸ナ トリウムで 脱 水、 エ テールを留 去した後、 残留 分を ヘキ サン に溶解
させた。 次に、 シリ カ ゲル ( Kie sel ge 160， M erc k Co.)を 内 径 1 4 1 11 1 1 1の カ
ラ ムに高さ 200 nml 充填し 、 原 料を ヘキ サンで溶 出 除 去 した 後、 ヘキ サン に
エーテルを 混合しながらエーテルの 割 合を50% まで 徐 々に増やし 溶離液を分 取
した。 溶媒を留去し TLC( 厚さ1mm)で反応 生 成物を展開して 溶媒拍 出 に より
生成物を単 離した。
3 . 3  
1 - M e - n a p hの 酸化生 成 物 の 分離と 分 析
1-Me -n ap hの生成物を T L C にて展開したとこ ろ、 ス ポ ッ ト 1 (R f， 0 . 5 )は、
アンモ ニア蒸 気にさらした後 Gi bbs '試 薬の 噴霧に より 青 く 発 色し、 芳 否: 環に 水
酸 基が存 在する ことが推 測で きた。 スポッ ト2 ( Rf， 0 .37)は 黄 色に 発 色し、
1-(H OCH 2)-n ap hの 標品 の Rf 値と A 致 した 。 また 、 生 成物 の GC-J\lIS と
l H-NM Rスペク トルを測定した結果、 生成物1( スポ ッ ト1)はM / Z1 58 (M ; 
19%)，1 41 (M -OH ;  2 4 %)，12 9 (M -CHO ; base pe ak)で、あった。 生成物2 (スポッ
ト2)は M / Z158 (M ; base pe ak) ， 129 (M -CH O ; 25%)で あ っ た 。 生 成物 2 の
lH - NM Rの 分 析 は 、 。2.5(3 H ; -CH )， Ò 4.8(2 H ;  -CI- I2-)， δ7 .3-7 .7(6 H :  
arom ati c )で、あった。
こ れらの結果 より 生成物2 は1 -(H OCH 2)-n ap hと同定で きた。 生成物 lは 水酸
基の 位 置までは同定で きな かったが 芳 香 環 水酸化物である ことが 認めら れた
( Scheme 4-a)。
3 . 3 . 1 
2 - M e - n a p hの 酸化生 成 物 の 分離と 分 析
2-Me-n ap hの生成物を TLCにて展開したところ、 スポ ッ ト1 ( Rf， 0 .55)は、
アンモ ニア蒸 気にさ らした後 Gibbs '試 薬の 噴霧に より 青 く 発 色し、 芳香環に 水
酸 基が存在する ことが推測で きた。 スポッ ト2 ( Rf， 0 .33)は 黄 色に 発 色し、
2 --( 日OCH2)-n aph の 標品の Rf 値と 一致 し た 。 ま た 、 生成物 の GC-M Sと
lH -NM Rスペク トルを測定した結果、 生成物2(ス ポ ッ ト2)はM / Z158 (M ;base 
pe ak)，129 (M -CHO ・2 4%)で あ っ た 。 生 成 物 l( ス ポ ッ ト 1)は M / Z 158 
(M ;25%)，1 41 (M- QH ;16%)，129 (M -CH O ;bぉe pe 紘)であった。 lH-NM Rの 分

























































































































































3 . 3 . 3 2 ， 6 - M ez- n a p hの 酸 化 生 成 物 の 分 離 と 分 析
2 ， 6-Me.)-naph の 生 成物 を TLC に て 展 開 し た と こ ろ 、 ス ポ ッ ト 1 (Rf ， 0 . 35) は
ア ル コ ー ル の 存在 に よ り 茶褐 色 に 発 色 し 、 2一(HOCH2)-6-Me-naph標 品 の Rff直
と 一致 し た 。
生成物 1 ( ス ポ ッ ト 1 ) の l H-NM R ス ペ ク ト ル と GC-MS を 測 定 し た結果。 生成
物1 はM /Z 1 72 (M ; 1 6%) ， 1 54 (M -OH ;  1 3%に 1 29 (M -CHO ; base peak)で、 あ っ
た 。 l H-NM R の 分 析 結 果 は ， Ò 2 . 5 (3 H ; -C H) ，  Ò 4 . 8 (2 H ; -C H2一) ， δ
7 . 3-7 . 7 (6H ; aromatic) で あ っ た 。 こ れ ら の 結果 よ り 、 標 品 2-(HOCH2)-6-Me­
naph と 同 定 で き た 。 ま た 、 生 成 物 2 ( ス ポ ッ ト 2) は 少 量で あ っ た がHPLC の 保 持
時 間 が2 ， 6-(HOCHっ)2-naph と 一致 し た 。
次 に 、 酸 性 生 成物 の 抽 出 を 行 っ た 。 ま ず 、 反 応 溶 液 を 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水溶
液 で塩基性 (pH 1 2) に し て 酢 酸 エ チ ル で抽 出 し 、 中 性 、 塩基性 化 合 物 を ]取 り 除
い た 。 次 に 、 塩 酸 で 酸 性 (pH3) に し て抽 出 を 行 っ た 。 GC分 析 し た 結果 、 保持時
間8 . 8分 に ピ ー ク が現 れ 、 TLC で はRf値 は0 . 7 5 で あ っ た 。 こ れ を 標 品 と 比 較 す
る こ と に よ り 6- メ チ ル -2- ナ フ タ レ ン カ ル ボ ン 酸 (以 下 、 6-Me-2-(COOH)­
naph) と 同 定 で き た 。 と こ で 、 予測 さ れ る 反 応経路 を Scheme 4-c に 示 し た 。
a) 
co .. cd + [ く刃 ]B. cereus 
l -Me-naph 1 ・(HOCH2)-naph
析 は Ò 4 . 8 (2H ; -CH2-) ， Ò 7 . 4-7 . 8(7H ;  arornatic) で あ っ た 。
こ れ ら の 結果 よ り 生 成物 2 は2-(HOCH2)-naph と 同 定 で き た 。 生成物 1 は 水 酸
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Scheme 4 Oxidat ion of methylnaphthalenes by B. cereus. 

















反応 条 件 が 収 率 に 及 ぼ す 影 響3 . 4 












































変化 さ せ て 反 応 を 行 っ た と こ ろ 、








































































2-Me-naph お よ び、2 ， 6-Me2-naph を 基 質 と し て 用 い 培 地pH を
全 て の 基質 に お い て pH5 - 9 ま で の 比 較 的広
一 方 、 pH3お よ び、 1 1 で は全 く 反応 し な か っ た 。
ま た 、 pH5 - 9 に お け る 反 応 は 、 最終 的 な 反応液 のpH は8 . 4 を 示 し 、
の pH 調 整機構が働 い て い る も の と 推察 さ れ た 。
培 地 濃 度 を 変化 さ せ て 反 応 を 行 っ た と こ ろ 、
す る に つ れ 初 期 反 応 速 度 が 大 と な っ た 。




























収 率 は 希 釈 し な い 培地 ほ ど 高
収 率 が最 も 低 か っ た 。
そ れぞれ の 基質 に つ い て
l -Me-nap h お よ び
2 ， 6-Me 2-naphで は360 μ mol/Lが最 適 濃 度 で、
す な わ ち 、
最 適 反 応 条件 に よ り 反応 を 行 っ た 結果 を 表 7 に 示 し た 。
ま た 、
培地 中 の 基 質 濃 度 を 変化 さ せ 反 応 を 行 っ た と こ ろ 、
効 率 的 に 酸 化 を 行 う 最 適 濃 度 が 存 在 し た 。
2-Me-naph で は720 μ mol/L、
あ っ た 。
し か し 、
つ臼A1 
か っ た 。
3 . 5 . 1 2 ， 6 - ( H O C Hz ) z - n a p h の 合 成
1 )  2 ， 6-Napht halene d icarboxylic acid (2 .00 g) を KZC03 (3 . 20 g) と 共 に
DMSO (50 mL) 中 、 室温で 1 時 間 反 応 さ せ た 。 次 い で 、 CH)(3 . 30 g) を 1 2 時 間 か
け て 加 え 、 350C で 反応 を 行 っ た 。 反 応 後 、 水 で 1 0倍 に 希釈 し た の ち 1 M HClで
酸性 に し ジ ク ロ ロ メ タ ン 1 0 mLで、3 回 抽 出 し た 。 有 機 層 を 0 . 1 M チ オ 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム 水 溶 液 で 洗 浄 し 、 次 い で 、 水 で洗 浄 し た 。 無 水 硫酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し た
後 、 溶 媒 を 留去す る と エ ス テ ル誘導体が定量的 に 得 ら れ た (2 .0 1 g) 。
2) 前 記 の エ ス テ ル 誘 導 体 (2 . 0 1 g) を 50 mLのTHF に 加 え 、 L凶lH/O . 8 1 g) 
を 2 5 mLの THF に 分 散 さ せ た の ち 、 30分 間 で エ ス テ ル 誘 導 体 のTHF溶 液 に 加
え 、 氷 中 で 反 応 を 行 っ た 。 還 元剤 を 徐 々 に 分解 し 、 THF を 留 去 し た後 、 30 mL
の エ ー テ ル で3 回 抽 出 し た 。 有 機 層 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し た 後 、 溶 媒
を 留去 し て 得 ら れ た 粗結 晶 を ク ロ ロ ホ ル ム を 用 い て 再結 晶 し た 。 エ タ ノ ー ル か
ら 再結 晶 を 行 い 1 . 2 gの 2 ， 6-(HOCH)2-naph が得 ら れ た 。
Mp : 1 7 5- 1 760C 
Anal.  Calcd : C ; 7 6 . 5 7 ，  H ; 6 .43 . Found : C ; 76 . 59 ，  H ;  6 .45 
MS : e /z 1 88(M ; 1 6 . 8%に 1 7 1 (Mベ)H ; 3 .4%) ， 1 57 (M-C HzOH ; 1 0 . 8%) ， 
1 4 1 (M-CHっOH ; 7 . 2%に 1 29(M-CH20日 X 2 ; base peak) 
l H-N M R : Ô 7 . 8  (4H ，  t ，  aromatic) ， Ô 7 . 5  (2H ，  d ，aromat ic) ， Ô 4 . 9  (4H ，  s ，  
-CH2-) ， Ô 1 . 6 ( l H， s ，  -OH ，  DzO 処理 に て ピ ー ク 消 滅)
エ タ ノ ー ル で再結晶 す る と 0 . 1 8 g の 2 (HOCH，J 6-Mc naph が得 ら れ た 。
M p  : 1 33- 1 350C 
Anal . Calcd : C ; 83 . 69 ， 日 ; 7 .0 2 .  Found : C ; 83 .82 ， 日 ; 7 . 1 0 
MS : e / z 1 72 (M ; bas e pe出) ， 1 57  (M-C H3 ; 4 . 1 %) ， 1 55 (M-OH ; 3 . 9%) ， 
1 4 1 (M-C HzOH ; 1 1 . 6%) ， 1 28 (M-C H3， C H20H : 8 . 3%) ，  1 1 5  (M C H3 ， C-ClIz 
OH ; 7 . 4%) 
l H-NM R : δ 7 . 7  (3H ，  t ，  aron1at ic) ， δ 7 . 5  ( 1 H ，  s ，  arolnat ic) ， δ 7 .4  ( l H ， d ，  
aromat ic) ， δ 7 . 3  ( l H ，  d ，  arolnat ic) ， δ 4 . 8  (2H ，  S ，  -CHっ ) ， δ 2 . 5 (3H ，  s ，  
-CH) ， Ô 1 . 9 ( l H ， s ，  -OH ; D20 処 理 に て ピ ー ク 消 滅)
3 . 5 標 品 の 合 成
生 成 物 の う ち 2 ， 6-(HOCHz)っ-naph 、 2一(HOCH)-6-Me-naph 、
6-Me 2一(COOH)-naph は別 途 に 合成 し 標 品 と し て 用 い た 。
3 . 5 . 2 2 - ( H O C Hz ) - 6 - M e - n a p hの 合 成
1 )  2 ， 6-Me?-naph(2 . 5 1  g) と N -ブ ロ モ ス ク シ ン イ ミ ド (2 . 76 g) を 四塩化炭 素
(25 . 1 1  g) に 溶解 し 、 1 2-1 4時 間 穏 や か に 還 流 し た 。 そ の 後 、 氷 中 で結 晶 を 析 出
さ せ 吸 引 源過 を 行 い 分離 し た 。 滞j夜 に 冷や し た 1 M NaOH と 水 を 加 え 20 mL の
四塩化炭 素 で 3 回抽 出 し た 。 有機 層 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で乾燥 し た 後 、 溶 媒
を 留去 し た 。
2) ブ ロ モ 体 の 粗結 晶 (0 . 295 g) と AgN03(0 . 295 g) を 90 % ア セ ト ン 水 溶 液 に
加 え 、 室温で 2 時 間 反 応 を 行 っ た 。 沈殿 を 纏過 し た の ち ア セ ト ン を 留去 し 、 水
を 加 え て 1 0 mL の エ チ ル エ ー テ ル で 3 回 抽 出 し た 。 有 機 層 を 水 で洗 浄 し 無水 硫
酸 ナ ト リ ウ ム で乾燥 し 、 溶 媒 を 留去 し た 。 粗結 品 を エ チ ル エ ー テ ル 一 石 油 エ ー
テル ( 1 : 1 ;  vol/voD と シ リ カ ゲル カ ラ ム (Kie se l ge l 60 ， Merck) を用 い て 精 製 し 、
3 . 5.3  6 - M e - 2 - ( C O O H ) - n a p hの 合 成
2-(HOCHっ)-6-Me-naph (3 50 mg) の ア セ ト ン 溶 液 に 4 - 5 時 間 か け て
K Mn04 ( 1 0  lng) 水 溶 液 を 加 え 、 室 温 で反 応 を 行 っ た 。 EtO H で 酸 化剤 を 分解 し
た 後 、 MnOつ を 源過 し た 。 ア セ ト ン で漉紙 を 洗浄 し 、 癒j夜 と 洗浄液 を 合 わ せ 1 M
NaOH で、塩基性 に し 、 1 0 mL の エ ー テ ル で3 回抽 出 し た 。 そ の 後 、 1 M HClで酸
性 に し 、 1 0 mL の エ ー テ ル で3 回抽 出 し た 。 そ れ ぞれ の 有 機 層 を 無 水 硫酸 ナ 入
リ ウ ム で 乾燥 し た 後 、 溶 媒 を 留 去 し た 。 酸性抽 出 物 の 組結 晶 を 酢 酸 エ チ ル と シ
リ カ ゲ ル カ ラ ム (Kiese l ge l 60 (Merck) を 用 い て 精 製 す る と 70 rng の
6-Me-2-(COOH)-naphが得 ら れ た 。
M p  : 1 3 1 - 1 3 5ヤ
Anal . Calcd : C ; 7 7 . 20 ，  H ; 5 .4 1 .  Found : C ; 77 . 20 ， 日 ; 5 . 60 
MS : e /z 1 86 (M ; base peak) ， 1 4 1  (M-COOH : 1 7 . 7%) 
l H-NM R : Ô 1 0 . 1 ( l H ， s ，  COOH) ， Ô 8 . 3  ( l H ， s ，  aromat ic) ， Ô 7 . 9  (2H ，  t ，  
aromat ic) ， Ô 7 . 8  ( l H ，  d ，  aromat ic) ， ô 7 . 3  ( 1 H ，  s ，  aromatic) ， Ô 7 . 1 ( l H ，  d ，  





第 4 節 結 論
B. cere us を 用 い 、 側鎖 に メ チ ル基 を 持 つ 1 - メ チ ル ナ フ タ レ ン 、 2 - メ チ ルナ
フ タ レ ン お よ び2 ， 6- ジ メ チ ル ナ フ タ レ ン を 反 応 さ せ 、 以下 の 結 論 を 得 た 。
1 ) す べ て の 基 質 に お い て β. cere us は B. brevis よ り も 高 い 収 率 と 選 択 率 を
ボ し た。
2)  l H  NM R ス ペ ク ト ル と GC-MS を 測 定 し た 結果 、 1 ー メ チ ル ナ フ タ レ ン の
酸化 で は ト ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ナ フ タ レ ン お よ び、芳香 環 水 酸 化 物 が生 成 し 、
2- メ チ ル ナ フ タ レ ン の 酸化 で は2- ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ナ フ タ レ ン お よ び芳 香
環 水 酸化 物 が 生成 し た 。 2 ， 6- ジ メ チ ル ナ フ タ レ ン の 酸 化 で は2- ヒ ド ロ キ シ
-6- メ チ ル ナ フ タ レ ン 、 2 ， 6- ビ ス ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ナ フ タ レ ン お よ び6- メ
チ ル-2-ナ フ タ レ ン カ ル ボ ン 酸 が生 成 し た 。
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3 ビ フ ェ ニ ル の 酸 化 条 件 の 検 討
第 1 節 緒 言
近 年 、 ビ ブ エ ニ ル は 液 晶 物 質 の 基礎骨格 と し て 注 目 を 集 め て い る 。 ま た 、 抗
真 菌 薬 の 臼 然 界 に お け る 分解 や 環境 に お け る PCB 分 解 な ど の モ デル 化 合 物 と
し て 興 味 が も た れ て い る 。 ビ フ ェ ニ ル は 、 加 熱 溶 媒 や 柑橘 類 の 殺 菌 剤 と し て 用
い ら れ てお り 、 ベ ン ゼ ン の 熱 に よ る 脱 水 素 二 量化 反 応 で 製造 さ れて い る 。
ビ フ ェ ニ ル の 酸 化物 は 、 相 当 す る ア ミ ノ 体 の ジ ア ゾ化 や 、 ジ フ ェ ニ レ ン オ キ
シ ド の ナ ト リ ウ ム に よ る 分 解 、 転位 反 応 な ど に よ り 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、
こ れ ら の み- 法 は 工 程 が 繁 雑 で あ る た め 、 安 全 で 効 率 の 良 い ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ
ル の 製造 方 法 の 開 発 が求 め ら れ て い る 。
微 生 物 に よ る ビ フ ェ ニ ル の 酸 化 は属 や 種 の 間 で 幅!ムー く 異 な っ て お り 、 カ ビ の
-縄 の Absidia S1). ] ) は4- ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル と 4， 4'ー ジ ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ
ル の み を 生 成す る が 、 同 じ く カ ビ の 一種で あ る Cunnighamella elegans2) は 主
坐成物 と し て4-ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル と4 ， 4'ー ジ ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル を 生 成 し 、
副 生 成物 と し て 2 ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル と 3-ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル を 生成す る 。
ま た 、 グ ラ ム 陰 性 菌 の PSC U clOlJ10naS SG1 043 株 3) は2- ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル
と 3 ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル を 生 成 す る が 、 Pse udomonas pu tida は ビ フ ェ ニ
ル を 2 ， 3- ジ ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル に 酸 化 し 、 C-1 位 と C-2 位 の 開 裂 に よ っ て
2 ヒ ド ロ キ シ-6-オ キ ソ -6- フ ェ ニ ル ヘ キ サ-2 ，4- ジ エ ノ エ ー ト に 代 謝 し 、 さ ら
に 安息 香 酸 に ま で 分解す る .l.:ï . li)。 グ ラ ム 陰性 菌 の Zoogloea ren1Ígera は ビ フ エ
ニル と 共 に 通気情養 を 続け る と ベ ンゼ ン 環 に 水酸 基 が 1 個又 は そ れ 以上置換 し 、
そ の 後 、 水 酸 基 が カ ル ボ キ シ ル 基 に 酸 化 さ れ 、 最 終 的 に は 二 酸 化 炭 素 と 水 に ま
で分解 さ れ る 7)。
こ こ で は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 の β. brevís と B. ce1iθ us8) の ビ フ ェ ニ ル に 対 す る 酸
化活性 を 比 較 し 、 さ ら に 、 ビ フ ェ ニ ル の 酸 化 生 成 物 を 分 離 、 同 定 し 、 温 和 な 条
件 下 に お け る 選択 的 水酸 化 法 の 口j能性 に つ い て検討 し た 。
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第 2 節 実 験
2 . 1 菌 株 およ び 指 養
前 培 養 は 、 冷 凍 保 存 さ れ た 菌体 を 1 0 1nL の 標 準培地 を 入 れ た 30 mLの L 字管
に 白 金 耳 で植 菌 し 、 30 0C の 恒温槽 中 で 1 2 時 間 振 渥 を行 っ た 。 ま た 、 本 培養 は 、
500 mL 三 角 フ ラ ス コ に 標 準情地 1 00 1nL と 前 培 養 液 1 r nし を 加 え 30 で の 恒温
槽 中 で 1 2 時 間 振塗( 1 00 r .p . 1n . ) を行っ た。
2.2  ビ フ ェ ニ ル の 反 応 お よ び 生 成 物 の 分 析
本 培 養 後 、 遠 心 分 離 (800 x G 5Inin) で 菌体 を 集 め 、 菌イ本 を 2 1n] 洗浄 し た 後 、
培地 に 再懸濁 し た 。 そ の 溶液 を 500mL の 坂 口 フ ラ ス コ ま た は30 1nLの L 下 符 に
入 れ 、 ビ フ ェ ニ ル(Ph，J ( 和 光純薬 工 業(株) 製) の ア セ ト ン 総液 を )JII え 、 30 ヤ の↑l!
温槽 中 で振塗 ( 1 00 r .p .m. ) し 反 応 を 行 っ た 。
生 成 物 を 単 離 す る た め にTLC ( シ リ カ ゲ ル フ レ ー ト (20 X GGITIIn， Kiescl ge 1 
60 F256 ， Merck Co. ) を 使用 し た 。 基 質 、 生 成物 、 予 fF、 生成物 の 標 品 を ヘ キ サ
ン 1 00 % で 展 開 し 、 uv 照射 で 蛍光 ス ポ ッ ト の Rf値 を 測定 し た 。
生 成 物 を 定 量す る た め に 一 定 時 間 毎 に 反 応 液 を 5 1n L サ ン フ リ ン グ し 、 酢 椴
エ チ ル 1 mL で 3 回抽 出 し てHPLC で 測 定 し た 。 溶 HJif長 は ア セ ト ニ ト リ ル ー ノk
を用 い 、 3 : 7 か ら 7 : 3 ま で1 8 分 間 勾配溶離 さ せ た 。 検 出波 長 は254 nnl と し た 。
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第 3 節 結 果 と 考 察 3 . 3  ビ フ ェ ニ ル の 酸化生 成 物 の 分離 と 分 析
本 培 養 後 、 菌体 を 遠 心 分 離 で集 菌 し 滅菌 水 で 2 回 洗 浄 し 3 0 g-wet /L と な る
よ う に 標 準 培地 に 再懸濁 し た 。 そ の 懸濁 液 1 00 InL を 500 1nL の 坂 口 フ ラ ス コ
に 入 れ 500 μ molの ビ フ ェ ニ ル ー ア セ ト ン 溶液 を 加 え た 。 そ の 後 、 30 0C の 恒温
槽 中 で24時 間 反 応 を 行 っ た 。 こ の 操作 を 同 時 に 50 本行 い 24時 間後 、 反応 液 1 00
mL �と 対 し 25 mL の ジ エ チ ル エ ー テ ル で 2 同 抽 出 し 、 抽 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム で脱 水 、 エ ー テ ル を 留去 し た 後 、 残 留 分 を 石 油 エ ー テ ル に 溶解 さ せ た 。 次
に 、 シ リ カ ゲ ル( Kiesel  ge l 60 ， Merck Co . ) を 内 径 1 4 nml の カ ラ ム に 高 さ
200 mm ま で充 填 し 、 原 料 を 石 油 エ ー テ ル で 除 い た 後 、 石 油 エ ー テ ル に エ ー テ
ル を 混 合 し な が ら エ ーテ ル の割 合 を50 % まで徐 々 に 増 や し 、 j容離j夜 を分 取 し た 。
溶媒 を 留去 し シ リ カ ゲル プ レー ト (厚 さ 1 1run)を 用 い 反 応 生成物 をヘキサ ン : エ ー
テ ル = 60 : 40 で 展 開 し た 。
TLC に て 展 開 し た 結果 、 ス ポ ッ ト 1 (Rf ， 0 . 1 2) は4，4 '一(OI I)2-Ph2の Rf値 と - 致
し た 。 ス ポ ッ ト 2 (Rf， 0 . 33) は4一(OI-I)-Ph2 の Rfイ直 と 一致 し た 。
生成物の lH-NM R ス ペ ク ト ル と GC -M S の 測定値 は、 そ れ ら の 標品 と -致 し 、
ス ポ ッ ト 1 は 4 ，4'-(OH)っ-Ph� 、 ス ポ ッ ト 2 は 4-(OH) Ph2 と 同 定 で き た !J
)
(Scheme 5) 。
ま た 、 酸 性 条 件 下 に お け る 抽 出 で は 生 成物 は検 出 さ れ な か っ た 。
さ ら に 、 抱合体 の 有 無 を 確 認す る た め に 、 サ ン プル 5 1nL を 酢酸 エ チ ル 1 mL 
で 6 回抽 出 し 、 日PLC で 酢 酸 エ チ ル溶 出 物 がな い こ と を 確 認 し た 後 、 濃塩酸 を
等 量加 え 、 800C で 1 時 間 加 熱 し た 。 そ の 後 、 酢 酸 エ チ ルで抽 出 し 、 そ の 抽 出 液
を HPLC で分析 し た 。 そ の 結果 、 ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル誘 導体は認め ら れ なか っ
た 。
3 . 1  ビ フ ェ ニ ル の 酸化
七壌 iド か ら 単離 さ れ たバ ク テ リ ア25株 中 、 ナ フ タ レ ン の水酸化 を 選択 的 に 行 っ
た 2株 B. cθ月 us と B. brevis を 用 い て ビ フ ェ ニ ル の 酸 化 活 性 を 調 べ た 。 両 菌体
を そ れ ぞ れ 標 準 培 地 1 0 mL を 入 れ た L 字 管 に 植 菌 し 30 'C で 1 2 時 間 培 養 し た
後 、 培地 中 濃度 が 1 . 0 nmlollL と な る ビ フ ェ ニ ル ー ア セ ト ン 溶液 を 添加 し 、 24
時 間 反 応 を 行 っ た 。 反 応 液 1 0 mL を 2 mLの 酢 酸 エ チ ル で、3 回 抽 出 し HPLC で 分
析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 B. cereus 、 B. brevis の 両 菌体 に ビ フ ェ ニ ル の 酸化活
性 が認め ら れ た 。
両 菌体 と も 原料 の ビ フ ェ ニ ル よ り も 極性 の 高 い 6 . 6分(A) お よ び、1 3 . 6分 (B) に 生
成 物 の ピ ー ク が 認 め ら れ た 。 生 成 物 A は 標 品 の 4 ， 4'- ジ ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル
(有 l 光純 薬 工 業(株 ) 製) (以 下 、 4 ， 4'-(OH)っ-Phっ) の 保持 時 間 と 一致 し た 。 ま た 、
生成物Bは4- ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル (和 光 純 薬 工 業( 株) 製) ( 以 下 、 4-(OH)-Ph)
の 保持時 間 に 一致 し た 。
3 . 2  ビ フ ェ ニ ル の 酸化活 性 の 比 較
標準培地 1 0 rnL を 入 れ た L 字管 に B. cere us ， B. brevis を そ れ ぞれ 加 え 30
OC で 培 養 を 行 っ た 。 1 2 時 間 後 、 培 地 中 濃 度 が 1 . 0 mmol/L と な る ビ フ ェ ニ ル
ア セ ト ン 溶 液 を 添 加 し 、 さ ら に 24 時 間 振 渥 し て 反 応 を 行 っ た ( 表 8) 0 B. 
ωrc us の 反 応 で は 4-(OH)-Ph.) を 6 . 4%生 成 し 、 4 ，4'-(OH)っ-Phつ を 0 . 4% 生 成 し
た 。 一 方 、 B. bre vis で は4-(OH)-Ph2 を 8 . 0%生 成 し 、 4 ， 4'一(OH)2-Ph2 を 0 . 8%
生 成 し た 。 こ れ ら の 結 果 、 B. brevis は B. cere u s よ り 高 い 収 率 を 示 し た 。 し た
が っ て 、 ビ フ ェ ニ ル の 反応 に はB. brevis を 用 い た 。
Table 8 Oxidat ion of biphe nyl by B. brevis and B. cereus a) 




4-(OH )-Ph2 4，4'一 (OH h-Ph2
B. brevis 8 . 0  0 . 8 
Scheme 5 Oxi dation of b i phenyl by B. brevis . 
B. cereus 6.4 0.4 
a) Afte r 24-h incubation ，  1 00 μ mol/L of b ipheny l d i s sol ved i n  a cetone w ere 
adde d into a 30 mL L-sha ped te st tube c ontai n i ng 1 0  mL of cu l t u re sol uti on .  
The reac tion was ca rried out  at 30t for 24h .  
← 50 - 寸iよ「hu
ビ フ 工 ニ ル お よ び 生 成 物 がB. b re v i s の増殖 に及 ぼ す 影 響
前培養液0 . ] rnL、 培 地 中 濃度 が0 . 1 - 0 . 4 mmollL と な る ビ
3 .4 
標 準 借地 l O I l lL、
4 -(0 1- I )-Ph � 、 4 ， 4 ' (OII\-Ph2 を そ れ ぞれ ア セ ト ン に 溶解 さ せ 、
:30 C の ↑I U M槽 中 で振 遺 し た 。 ま た 、 波 長 660 nm で30 分
ソ ゴ ニ ル 、 30 
11j� に 吸 光度 を 測定 し た 。
ビ ソ 工 ニ ル は増 嫡 阻宮 を ぶ さ な か っ た (凶 7 -a) o 4-(OH) -Phゾ は 増 殖 阻 害 が 強
( 0 . ] J I l I l lOl /L で 問 答 作 川 を ぷ し 、 O . 4 1nn101lL で 完 全 に 増 殖 を 阻 害 し た (図
化4' .(01 I)2  -Ph2 は �J� い 培 殖 阻 害 を ぷ し た ( 凶 7-c)。 こ れ ら の 結 果
，1 (O } [) Ph ，)が 反 応 被 J j l に 苔 積 さ れ る こ と に よ り 菌体 に 毒性 が 生 じ る こ
J l lしの i J' F f? に 力[] え 、
2.0 ま た 、7 1 )) 。
よ り 、
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. � 
o 0.5 Incubation time / h 
Effects of the concentration of 4-hydroxybiphenyl 
on the growth of B. bre vis. 




I nto a 30 mL L-sha ped te st tube were added 1 0  m L  of a sta ndard cul ture 
sol uti on ，  0. 1 mL pre -cu l t u red sol uti on ，  and 4-hydroxybiphe nyl  d i ssolved 
i n  acetone. The i ncuba tion w as ca rried out by sl ow shaki ng.  
. : 8 rank ，  0: 0. 1 mm ol/L ， 口 : 0.2 mmol/L ， . : 0.4 mmol/L . 
8 
on the growth 
6 
Effe cts  of the c oncentrat ion of bi phenyl  
of B. hrevis .  
4 
Incu bation time / h 
2 
AO OV 
Fig .  7- a 
I n to a 30 mL L-sha ped te st tube were added 1 0  m L  of a s ta ndard cul ture 
sol uti on ，  O. I mL pre -cu l t u red sol uti on ，  and biphe nyl  d i s sol ved i n ace tone. 
The incuba tion was ca rried out  by sl ow s haki ng .  
国 8rank 、 0 : 0. 1 mm ol/L ， 口 : 0.2 mmol/L、 . : 0.4 mm ol/し
ηノUにd のοFD 
反 応 条 件 が 収 率 に及 ぼ す 影 響
反 応 温 度 が 収 率 に及 ぼ す 影響
L字管 に 標準 培 地 1 0 mL、 培 地 中 濃度 が500 μ rnol/ Lと なるビフ ェニル -ア
3 . 5  
3 . 5 . 1 
30 g-wet /L と な る 菌体 を 加 え 20 - 35で で24時 間 反 応 を 行 っ た 結セトン溶液、
果を 図8に示した。
35 Cで は活性が 械端 に 低 下
ビブエニルの 界 華
2 0  - 30o Cで 高い 活性を 示したが、
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Incu bation time / h 
Effe cts of the c oncentrat ion of 4，4 '-di hydroxybipheny l  
on t he growth of  B. breνIS .  
F ig .  7- c 
LH ，，I 
time Reaction l n to a 30 mL L -sha ped te st tube were added 1 0  m L  of a sta ndard cu l ture 
sol utí on， 0. 1 mL pre -cu l t ured sol uti on，  and 4，4'-d i hydroxybi pheny l d í  ssol ved 
i n  acetone. The i ncubation w as ca rríed out sl ow s haki ng .  
.:  B ra nk ，  0: 0. 1 mm ol/し 口 : 0.2 mmol/し .: 0 .4 mm ol/L . Effects  of te mpera加re on the ox idat ion of biphenyl .  
I nto a 30mL L-sha ped te st tube w ere added 1 0  mL of a sta ndard cu l ture 
soluti on ，  30 g-we tlL of bactería sol ution a nd 500 μ mol/ L of bi phe nyl  
d i ssolved i n ace tone. 
Ã: Y ie ld of 4-(OH)-Ph2 a t  20 oC ， ム : y i eld of 4，4' -(OH h-Ph2 at 20 oC ， 
・: y i eld of 4-(OH )-Ph2 at 25 oC ， 口 : y iel d of 4，4'-(OHh-円12 at 25 0C ，
.:  y i eld of 4-(OH )-Ph2 at 30 oC ， 0: y iel d of 4，4'-(OHh一円12 at 30 0C ，  
φ :  y i eld of 4-(OH )一円12 at 35 oc ， 0 :  y iel d of 4，4'-(O H)2-円12 at 3 5  oC . 
Fi g . 8 
A斗AFhu Fhd にU
3 . 5 . 2  倍 地 p H が 収 率 に 及 ぼ す 影 響
30 n1Lの L字管 に 塩 酸 お よ び、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 用 い pH3 - 1 1 に 調 整 し た 標
準培地 1 0 mL、 培地 中 濃度 が500 μ mol/L と な る ビ フ ェ ニ ル - ア セ ト ン 溶液 、
3 0  g wet /L と な る 菌体 を 加 え 30 C で24時 間振遅 し 反応 を 行 っ た 結果 を 図 9 に
示す。
そ の 結果 、 pH7 で 最 高 収 率 を 示 し 、 ナ フ タ レ ン 反 応 の 最 適 pH(図 5) よ り も
低 か っ た 。 ま た 、 pH8 よ り 大 の 場合 に は ナ フ タ レ ン に 比 べ 収 率 が低 下 し た 。 こ
れ は 、 tiT 地 栄 養 分 の 代 謝物 で あ る ア ン モ ニ ウ ム が阻 害 作 用 を 示 し た も の と 推察
さ れ た 。 pH3 お よ び pH l 1 で は 生 成 物 が 全 く 認 め ら れ な か っ た 。
4 ， 1 ] '一 (OI-I)2 Ph2 が 生 成 さ れ た の はpH5 - 9 の 範 囲 で あ っ た 。
ま た 、 pH 5-9 で は 反 応 終 f 後 の pH は 約8 . 4 を 示 し た 。 こ れ は 、 菌 体 自 体 の
pJ l 調 整機構が働 い て い る も の と 考 え ら れ た 。
3 . 5 . 3 培 地 濃 度 が 収 率 に 及 ぼ す 影響
500 mLの 坂 口 フ ラ ス コ 中 に 、 標 準 培 地 に 対 し 1 / 1 0 - 2 倍 の 濃度 に 調 整 し た
培 地 ま た は 生 理 食塩 水 1 00 rnL 、 埼 地 中 濃 度 が500 I ! Inol/L と な る ビ フ ェ ニ ル









10 Reaction time / h 
� \ヨ
どん戸
Fig .  1 0  Effects of c ul ture sol ut ion on the ox idation of bi phenyl  
a t  30 oc 
ヲHAO 
4 6 8 10 
I nto a 500 mL S aka guch i -f1 ask we re added 250 mL of med i u m ，  30 g-wetJL 
of bac teri a， and 500 μ m ol/L of biphenyl d issol ved in  acetone. 
Â.: Y ie ld of 4-(OH) -Ph2 i n cul t u re sol uti on ， 
ム: y i  eld of 4，4'ー(OH h-Ph2 i n  cul t u re sol uti on ， 
.: y iel d of 4-(OH )-Ph2 i n  2-fold d i l ution，  
0: y i  e ld of 4，4'-(O H )z-Ph2 i n 2-fold d i l  ution，  
・: y iel d of 4-(OH )-Ph2 i n  1 0-fold d i l ution ，  
口 : y i e l  d of  4-(OH )-Ph2 i n 2-fold concentra tion ，  
φ: y íel d of 4-(OH )ーPh2 i n sa l ine . 
pH 
Fi g . 9 Effects of pH 011 the oxidat ion of bipheny l . 
I nto a 30mL L-sha ped te st tube w ere added 1 0  m L  of a s ta ndard cu l ture 
soluti on、 30 g-we t/L of bacteria ， and 500 μ mol /L of b i phenyl d i ssolve d 
in  acetone. The reac tion w as ca rried out at 30 oC for 24 h .  
.: Y ie ld of 4-(0H)-Ph2， 0: yie l d of 4，4'-(0町2-円12 ・
氏U「D ウ4「hu
こ れ ら の 結果 よ り 、 4-(OH)-Ph2 と 4，4'一(OH)2-Ph2 の 収率 を 最 も 高 く 示 し た の
は 無 希釈培地 を 用 い た 場 合 で あ っ た 。 ま た 、 培 地 を 希釈 す る に つ れ て 収 率 は低
ド し た 。 こ れ は 、 培 地 濃 度 が 低 下 す る に つ れ 、 生 成物 の 強 い 毒 性 が現 れ 菌体 に
高 性 を 与 え た た め と 推 察 さ れ た 。 1 0 倍 希 釈 培 地 及 び 生 理 食 塩 水 で は
4，'1 '  (O I  I\-Ph2 は It 成 さ れ ず4 (OH)-Ph .) の み 生 成 し た 。 逆 に 培地 を 2 倍 に 濃縮
し た 場 合 に お い て も 4，4 '一(01 I) .)-Ph.) は 生 成 さ れ ず4 (OH) Ph ) の 収 率 も 減 少 し
た 。 こ れ は 、 用地 中 栄養物 と 基 質 の 競合 が 生 じ た た め と 考 え ら れ た 。
3 . 5 . 5  菌 体 量 が 収 率 に及 ぼ す 影 響
500 rr止の 坂 口 フ ラ ス コ に 生 理 食 塩 水 1 00 nlL 、 培地 中 濃度 が500 μ mol/L と
な る ビ フ ェ ニ ル - ア セ ト ン 溶 液 、 1 4 - 1 1 2 g-wct /し と な る 菌体 を 加 え 30 0C で
48時 間振還 し 反 応 を 行 っ た (表 1 0) 。
菌 体 濃 度 を 増 加 さ せ る に つ れ 収 率 も 増 加 し た が 、 菌イ本 塁 が56 g-wet /L を 越
え る と 、 4-(OH)-Phっの 収 率 噌 加 は 停 止 し た 。 こ の こ と よ り 、 ビ フ ェ ニ ル を 基
質 に 用 い た 場 合 に お い て も 、 ナ フ タ レ ン 般化 と [p"] 様 に 生成物 が -定濃度 に 達す
る こ と に よ り 収 率 は飽和 し た 。
ま た 、 本 実験 に お い て 培 地 は 午 理 食 塩水 を 用 い た こ と に よ り 、 標 準 培 地 を 用
い た 場 合 と 比 べ 生 成物 の 強 い 反 応 阻 害 が現 れ 、 菌体 量 の 用 加 に 対 す る 収 率 の 増
加 す る 割 合 は小 さ か っ た 。
3 . 5 . 4 基 質 添 加 量 が 収 率 に及ぼ す 影 響
500 1nL の 坂 l 1 フ ラ ス コ 中 に 標 準 培 地 1 00 mL 、 培 地 中 濃 度 が 250 - 1 000 μ 
r nol /し と な る ビ フ ェ ニ ル ー ア セ ト ン 溶液 、 30 g-we t /L と な る 菌体 を 加 え 30 0C
で24時 間振渥 し 反 応 を 行 っ た (表 9)。 と の 結果 よ り 、 基 質 添加 量 を 減少 さ せ る
に つ れ 収 率 は 増 加 す る が4-(O H)-Phつ の 生 成 量 は減 少 し た 。 こ の こ と よ り 菌体
単 に 対 し a定 の 基 質 消 費 量 が 認 め ら れ た 。
Table 9 Effects of conc entration of biphenyl on the y ie l d  of 
hydroxybi phenyl s a ) 
Table 1 0  Effects of the amount of bacteria on the ox idati on of 
biphenyl  a) 
Amount of bacteri a I g-wet/L Y ield of 4-hydroxybiphenyl l 0/0 
Y i el d  I % 
Conc . of Ph2 I μ mollL 
4-(OH )- Ph2 4，4'- (OH )rPh2 
1 0. 4  1 . 1 0 250 
6. 5 0. 62 500 
4. 8 0 .43 1 000 
1 4  3 . 2  
2 8  6 .4 
56 1 0. 8  
1 1 2 8 .6  
a )  I nto a 500 mL Sa kaguch i  -f1as k  were added 1 00 mL of a s tanda rd cu l t u re 
solut i on ，  30 g-we νL of bact eria ， and b iphe nyl  d i ssol ved i n ace tone. T he 
reacti on wa s c arried  Ollt at  30 oC for 48h .  
a) I n t o  a 500 mL Sakagllch i -f1as k were added 100 mL of 泊 l ine ， bacteri a ，  and 
500 μ mol /L of b i  pheny l d i ssol ved in acetone .  The react ion was carri ed out 
at 30 oC for 48h .  
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3 . 6  ビ フ ェ ニ ル の 反 応 経 路 の検討
;)00 1日Lω 坂 1 1 .ノ ーノ ス コ に 標 惟 培 地 1 00 1 nL ま た は 生 珂! 食 塩 水 1 00 rnL ， 培 地
中 濃度 が 1 00 1 1  1 l l () I /L と な る I (O H)-Ph� お よ び、4 ， /1 '一(OH).，-Ph.， の ア セ ト ン 溶
減、 32 μ wけ /し と な る 病体 を 力1 I え 30 C で48時 間振濯 し 反 応、 を 行 っ た ( 表 1 1 ) 。
標 準 附 地 に お い て 1} • i 1 ・ (() J I ) ， ドh そ 基 質 と し て 用 い た 場 合 、 生 成 物 は検 出 さ
れ な か っ た 。 さ ら に 、 -1 (OH) Ph ) か ら ビ フ ヱ ニ ル 、 4 ，4'一(OH)2-Ph2 か ら
，1 (O l [ ) ドf l ，へ の 逆 反 応 は 認、 め ら れ な か っ た 。 し た が っ て 、 1} ，4 '-(OH)ヮ-p九 の
午 )Jえ は 、 ピ ソ 寸 プ ー ル の 同変 化 に よ り ノ七 )J1( さ れ た <1 (O ! I )  Ph . ， の 逐 次 酸 化 に よ っ て
中 )& し た も の で あ っ た 。
ま た 、 ノド JfH 食.iiA ;./< で は 、 1-(01 J )  Ph ， を 泉 質 と し て 用 い た 場 合4 ，4'-(OH) っ-Ph.)
は検 / 1 \ さ れ な っ tJ \ た 。
3 . 7 ビ フ ェ ニ ル の 酸化反 応 が 生 菌 数 に及 ぼ す 影 響
液 体 培 地 お よ び 牛 埋 食 塩 水 を 用 い て 菌体 濃 度30 g-we t /L と な る よ う に 調 整
し た懸濁液 1 0 mL を L 字管 に 入 れ 、 と こ に 500 IL Inol/L と な る ビ フ ェ ニ ル - ア
セ ト ン 溶液 を 加 え た 。 一定時 間 毎 に 5 μ L ずつ サ ン プ リ ン グ し 、 1 0 ， 000 倍 に 希
釈 し た も の を 50 μ L ずつ 平 板 寒 天 培 地 に ま き 、 コ ン ラ ー ジ 棒 で む ら な く 塗 り
広 げ、 3 5 0C で 1 2 時 間 培 養 後 コ ロ ニ ー 数 を 計測 し た 。 さ ら に 、 コ ン ト ロ ー ル と
し て ビ フ ェ ニ ル を 加 え て い な い 場 合 に つ い て も 同 傑 に 行 し ) B. brcvis の 生 菌 数 を
求 め た (表 1 2) 。
こ の 結 果 よ り 、 液体培地 と 生 理 食塩 水 培 地 の 両 ノj に お い て 1� 柄 数 は時 間 が経
過す る に つ れ減 少 し 、 生理 食塩水 の方が減少速度 が 大 で あ っ た 。 さ ら に 、 ビ フ エ
ニ ル 存 在 下 で は そ の 傾 向 を 強 く 示 し た 。 ビ フ ェ ニ ル は 歯体 の 増 殖 阻脅 を ほ と ん
ど 示 さ な か っ た こ と よ り 、 生 菌 数 の 減 少 は 主 に 生 成物 の 毒性 に よ る も の で あ エ
と 考 え ら れ た 。 ま た 、 生 理 食 塩水 中 で は ビ フ ェ ニ ル を 加 え て い な い 場 合 に お い
て も 生菌 数 は 1 2 時 間 後 に 大幅 に 減少 し た 。 こ の 結果 よ り 、 効 率 的 に ビ フ ェ ニ ル
の 反応 を 行 う 場合 に は 、 培 地 中 に 栄養 分 が必要で あ っ た 3
Tabl c 1 I Mc ta bol is m of 4-hydroxybi phenyl and 4，4' -d ihydroxybi phenyl 
by B. hrevis a ) 
Typc o f  tne d i u m  Subst rate 
Y i eld  / 0/0 
4- (O H )- Ph2 4，4'- (OH )2 -Ph2 Ph2 
Table  1 2  Number of l i vi ng  cel l s  under the various c ondi tions  
Number of  li v i n g  bacteri a / 1 0 ι cel l /mL 
4-(O H )- Ph2 6 . 1 。 Time / h standard culture sol ut ion sa l ine Stundard cu l ture 
sol u t i on 4 ，4'- (OH )2 -Ph2 。 。
Control a) Ph2 b) Control a) Ph2 切
。 8 . 89 5 . 1 8  8 . 1 1  7 . 29 
4-(OH )- Phフ 。 。
Sal inc 1 2 5 . 05 2 .78  l . 23 1 . 93 
4 ，4 '- (OH h-Ph2 。 。
24 6. 26 1 .56 1 . 29 1 . 1 7 
a) l nto  a 500 mL Sa kaguch i - f1aぉ k were added 1 00 mL of med i um， 30 g-wetl L of 
bac teri a， and s u bs trat e d i ss o l v ed i n ace tone. T he reacti on wa s carried out at 30 oc 
for 48 h .  48 4 . 36 0 .69 1 . 09 0 .25 
a) I nto  a 30 mL L-s haped test  tube con ta in i ng  1 0 m L of med ium were added 
bacteri a. The i ncuba tion was ca rried out at 300C .  
b )  I nto a 3 0  m L  L -sha ped te st tube contai n i ng 1 0  m L  of med i um were added 
bac teri a， 500 μ mol /L of bi pheny l d i sso lved i n  acetone . The i ncubat ion w as 
ca rried out at 300C .  
- 60 - 1i 円。
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β. brevis を 用 い ビ フ ェ ニ ル の 反 応 条 件 を 検 討 し 、 以下 の 結 論 を 得た 。
1 ) ビ フ ェ ニ ル の 酸化 に よ り 4 - ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル お よ び4 ， 4'ー ジ ヒ ド ロ キ
シ ビ フ ェ ニ ル が 生 成 し た 。 ま た 、 こ れ ら の 抱合体は検出 さ れ な か っ た 。
2 )  pH 7 で 最 高 収 率 を 示 し 、 pH5 - 9 で 、 4 - ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル お よ び
4 ， 4'ー ジ ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル が 生 成 し た 。
3) 標準地地 を 用 い た 場合 に 4 - ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル お よ び4，4'ー ジ ヒ ド ロ キ
シ ビ フ ェ ニ ル の 収 率が最 も 高 く 、 培地 を 希釈す る に つれ て 収 率 は低下 し た 。
4) 蘭体量 が増加す る に し た が い 収 率 も 増加 し た が 、 菌体量が一定 値 に 達す る
と 収 率 は飽和 に 達 し た 。
5) 4 ， 4'ー ジ ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル は 生 成 し た 4 - ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル の 逐次
酸化 に よ っ て 生 成 し た 。
つムにυ 円べUハb
第 3 章 ， - ナ フ ト ー ル 収 率 増 加 法 の 検 討 第 3 節 結 果 と 考 察
薗 体 、 培養 、 H PLC は第2 章 ナ フ タ レ ン 酸化 と 同 様 の 条件 で行 っ た 。
3 . 1 ア ニ オ ン 交 換 樹 脂 が 収 率 に 及 ぼ す 影 響
反 応 が進 行 す る に つ れ蓄積 さ れ る トナ フ ト ー ル を 、 ア ニ オ ン 交 換 樹脂 上 に 逐
次 的 に 吸着 さ せ て 、 反応液 中 の 濃度 を低 く 保つ こ と を試みた 。
500 InLの 坂 口 フ ラ ス コ 中 に 蒸 留 ノ'K 1 00 mL、 情 地 中 濃度 が720 μ l IlOl/L と な
る ナ フ タ レ ン ー ア セ ト ン 溶 液 、 30 g-wct /し と な る 歯 体 、 リ ン 駿 緩 衝 液 で 調 製
し た ア ニ オ ン 交換 樹脂 を 加 え 、 30 ヤ で振 揮 し 反 応 を 行 っ た o ， 1 8 11手 間 反応 後 に
ア ニ オ ン 交換樹脂 を 回 収 し 、 樹脂 ヒ に 吸 着 さ れ た 生 成 物 を 酢 円安 エ チ ル で 紺Hi1 し
た 。 ま た 、 溶液 中 の 生 成物 も 酢 酸 エ チ ル で抽 出 し 、 |出j )j の 収 不 の fhi十 を ト ナ ブ
ト ー ル 収 率 と し た 。 反 応 は 異 な る タ イ プの ア ニ オ ン 交換樹脂 を 用 い 試験 を 行 っ
た(表 1 3) 。 こ の結果 、 イ オ ン 交換樹脂無添加 の反 応 で は収 不25% を 得 た。 - fj 、
強塩基 多孔 質 性 の ア ニ オ ン 交換 樹脂 ( I町\'-402 ， 1 I nL) の 添加 で は 、 樹脂 か ら
1 -ナ フ ト ー ル 収 率 を 25 % 、 反 応 液 中 よ り 20 % の ト ナ フ ト ー ル が抽 出 さ れ18 時
間 の 反 応 で 合 計 収 率45 % を 得 た 。 し た が っ て 、 反 応 液 中 よ り 生 成 物 を 逐 次 的 に
除 去 す る こ と に よ り 収 率 の 増 加 が 可能 と な っ た 。 し か し 、 ア ニ オ ン 樹脂 添 加 量
を 増 加 し て ゆ く に つ れ 、 1 ナ フ ト ー ル 収 率 が減少 し た 。 こ れ は 、 バ ク テ リ ア の
生体維 持 に 必 須 な 成 分が樹脂 上 に 吸着 さ れ 、 酸 化 活 性 が 失 わ れ た た め と 推察 さ
れ た 。
また 、 弱塩基性 の 樹脂IR-45 や 巨 大網 状 タ イ プの 樹脂IR-A93 で は 1 -ナ フ ト ー
ル 収 率 は 低 い 結果 と な っ た 。
第 1 節 緒言
生体触媒 を J-fJ い た 反 応 は 、 常 温 、 常 圧 の 温和 な 反 応 条 件 で選 択 的 に 効率 よ く
反 応 を 行 う 利 点 を 持 っ て い る が 、 基質 お よ びそ の 代 謝 物 に よ り 反 応 が 阻害 さ れ
やす く 、 収 率 が低 い と い う 欠 点 が あ る 。
こ の よ う な 問 題 の 解 決 法 と し て 、 反 応液 中 の 生 成物 を 反 応 系 か ら 逐 次 的 に 除
去す る 1 ) 、 培 地 中 に 添加 物 を 加 え 酵 素 活 性 を 高 め る
2) 、 菌体 を 固 定化 し 生体触媒
の 失活 を 防 くつ)、 な ど が考 え ら れ て い る 。
こ こ で は 、 上 記 で 述 べ た さ ま ざ ま な解 決 法 を 利 用 し 、 収 率 増 加 の 可能性 に つ
い て検 討 し た 。
第 2 節 実 験
2 . 1  ア ニ オ ン 交 換 樹 脂 の 調 製
ア ン バ ー ラ イ ト lRA-402 、 I 恥1\-400 、 I孔1\-93 、 I R-45 (Rohm & Haas Co. 製)
を 4 % NaOH で イ オ ン 交 換 し た 後 、 蒸 留 水 で 洗 浄 し た 。 次 に N�I-IPOtl と
Kl I �PO l の 5 % リ ン 酸溶液で、pH7 に 調 製 し 、 蒸 留 水 で洗 浄 し て 使 用 し た 。
2 . 2  菌 体 の 固 定化
蒸 留 水20 1 11 L中 に κ -カ ラ ギ ー ナ ン (和 光純 薬 工業 (株) 製) 0 . 7  g を 添 加 し 撹枠 し
た 後 、 オ ー ト ク レ ー ブで 1 20 0C 20 分 間 滅 菌 し 約40 0C に な る ま で放 置 し た 。 菌
体は 大 量培養後、 培養液か ら 集菌 さ れ た バ ク テ リ ア を 先 に 調 製 し た κ -カ ラ ギ ー
ナ ン 溶 液 中 に 加 え 分 散 さ せ た 。 こ の 溶 液 を 1 0 rnLの 注 射 器 に 流 し 込 み 2 . 5 % 
KCl 水溶液 中 に 滴 ド し て 直 径2 - 3 rrunの 固 定化 ビ ー ズ を 作成 し た 。 ア ル ギ ン 酸
ナ ト リ ウ ム (和 光純 薬 工 業(株) 製) を 固 定 化担体 と し て 用 い た 場 合 は 、 0 . 8 % CaC12
溶液 に 滴 下 し 固 定化 ビ ー ズ を 作 成 し た 。
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添 加 物 が ナ フ タ レ ン の 酸 化 に 及 ぼ す 影 響
金 属 イ オ ン が ナ フ タ レ ン の 酸 化 に 及 ぼ す 影 響
あ る 種 の 金属 イ オ ン は 微 生 物 の酵 素 系 を 活性 化 さ せ る こ と が報告 さ れ て い る 。
3 . 2 
3 . 2 . 1  
様 々 な 種 類 と 量 の 金 属 イ オ ン 存 在 下 で 反 応 を 行 っ た 。 L字管 に 蒸 留
培 地 中 濃 度 が720 μ I nol/L と な る ナ フ タ レ ン ー ア セ ト ン 溶 液 、
g-we t /L と な る 菌体 、 お よ び金 属 イ オ ン を 加 え 30 0C で振盗 し 反 応 を 行 っ た (表
1 4) 。 硫 化 チ タ ン (1II) を 0 . 0 5 Illg/InL 添 加 し た 場 台 、 無添 加 の 場 合 に 比 べ 収 率
が 1 . 2 倍 増 加 し た が 、 0 . 1 lng!InLの 添 加 で は 効 果 が な か っ た 。 ・ }j 、 C u ( 1 1) ，  
Zn (I I ) ， M n  (II) ， Co(I I ) ， C r  (V I ) の よ う な 遷移 金 属 イ オ シ の 添 加 で は 酸 化 を 大 き
く 阻害 し た。 特 に 、 硫酸銅 (I I) の 0 . 0 5 Illg/rnL 添加 で は完 全 に 酸化 を 問符 し た 。
こ れ ら の 金属 イ オ ン の 添 加 で は 、 ナ フ タ レ ン 酸 化 の 促 進 効 果 は 凡 出 さ れ な か っ
ハU唱EEE
バ ル ビ タ ー ル が ナ フ タ レ ン の 酸 化 に 及 ぼ す 影 響
バ ク テ リ ア の オ キ シ ゲ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 の 誘 導 は 、 酵 素 活性 を 増 加 さ せ る た
め の 一 つ の 方 法 で あ る 。 バ ル ビ タ ー ル は Bac立lus megat erium 酵 素 の 効 果 的 な
誘導物 質 と し て知 ら れて い る 。 こ こ では ペ ン ト バル ビタ ー ル ( 1 2 . 5 - 50 I ng/L) 
を 誘導 物 質 と し て 用 い た 。 500 mLの 坂 口 フ ラ ス コ 中 に 標 準 培 地 1 00 mL、 前 倍
養 液 1 mL、 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル を 加 え 30 0C で 振 還 し 反 応 を 行 っ た ( 表 1 5) 。
ン ト バ ル ビ タ ー ル 無添 加 の 場 合 、 集 菌 量 は 1 . 5gで あ っ た が 、 2 . 5 mg添 加 し た 場
集 菌 量 は2 . 9 g と な り 2倍 の 収 量の バ ク テ リ ア が得 ら れた 。
ル 収 率 は 、 添 加 の 有 無 に 関 わ ら ず に ほ ぼ一定 で あ っ た 。
ル ビ タ ー ル は酵 素活 性 を増加せず他の タ ン パ ク 質 を 誘導 し た も の と 考え ら れた。
ペ ン ト バ
ぺ
1 -ナ フ ト ー
し た が っ て 、
- 方 、
こ こ で は 、
水 1 0 mL ， 

















































































































































































































































Rel ati ve acti v i ty for the ox idat i on of naphthalene  i n  the presence of metal ion s 凶 ) J\
一。E
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a )  I n to a 30 I l l L L-s haped ωt t u be w e r陀e added 1 0  m L  of d i山S叩ti山i
720 jμ1 mol / L  o f  napht 山ha川 l e n e d i 臼SSO叶 l ved i n  acetone . T he react i o n  w as c a rr i ed o u t  at 30'C for 24 h . 
ゎ6PO 
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ぷ∞寸6ミ固 定 化バ ク テ リ ア を 用 い た 酸 化
κ ーカ ラ ギ ー ナ ン や ア ル ギ ン 酸 カ ル シ ウ ム の よ う な 高 分 子物 質 に 酵母 菌 や カ ビ































を 同 定化 し 、 同 定 床 や パ ッ チ 槽 で 利 用 さ れ て い る 。 と こ で は 、 2 .4 g(we t) の バ
ク テ リ ア を 合 ん だ κ -カ ラ ギ ー ナ ン ビ ー ズ (20 mL) を 調 製 し 、 500 mL の 坂 口 フ
ラ ス コ 中 に 培 地 、 培地 中 濃度 720 μ mol/L と な る ナ フ タ レ ン ー ア セ ト ン 溶液 、
お よ び固 定化 菌体 を 加 え ナ フ タ レ ン の 酸 化 を 300C で行 っ た (表 1 6) 。
こ れ ら の結果 、 1 0 倍 希釈培地を 使 用 し た 場合24時間 後 、 収 率 は20 % に達 し た 。
ア ル ギ ン 酸 カ ル シ ウ ム の 同 定 化 物 を 用 い た 場 合 も 収 率20 % に 達 し た 。 一一方 、















































































































































た 場 合 で は反応 し な か っ た 。
次 に 、 1 0 倍 希 釈 培 地 を 用 い 1 5 時 間 お き に 固 定 化 物 を 回 収 し 、 2 . 5 % KCl溶 液
で洗浄 し て 反応 を 繰 り 返 し た と こ ろ 反応を 1 0 回繰 り 返 し た 後 も 1 0 % の 1 -ナ フ ト ー
ル 収 率 は 保 た れ た (図 1 1 ) 。 ま た 、 1 0 回 繰 り 返 し 使 用 後 、 固 定 化 物 1 粒 を 砕 き 、
24時 間 、 寒天 プ レ ー ト 上 に 培養 し た と こ ろ 、 多 数 の 菌体 コ ロ ニ ー が確 認
繰 り 返 し 反 応 に 使用 し た 後 も 、 固 定化 物 中 の バ ク テ リ ア
360( 、
し た が っ て 、
は 生 存 し て い る こ と が示 さ れ た 。














第 4 節 結 論
1 -ナ フ ト ー ル 収 率増加 法 の 検 討 を 行 い 、 以 下 の 結論 を 得 た 。
1 ) 強塩基多孔質性 の ア ニ オ ン 交換樹脂 を 用 い 、 生成物 を 逐次的 に 除去す る と
と に よ り 収 率 の 増 加 が可能 と な っ た の
2)  1 0倍希釈培地 を 用 い 、 反応 を 1 0 [吐 の 繰 り 返 し た 後 も ト ナ フ ト ー ル収率 1 0





Fi g. 1 1  Oxidation of naphthalene w i th recovered bacteria 
i mmobi l i zed i n  κ -ca汀ageenan .
I n to a 50  mL Sakagllc h i -fl ask were added l OOmL of 1 0-fold d i l ll ted nutr ient ，  
i mmobi l i zed bacteri a (2 .4 g in  20 m L κ -carrageenan sol ll t ion) ，  and 72() μ mol/L 
of naphtha lene d i ssol ved i n  acetone .  The react ion was carri ed out at 30 oC for 
1 5  h .  
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第2部 バクテリアを 用 いた ケ ト ン 基 の 還 元 お よ び
生 成 物 の 膜 分 離
第 1 章 ケ ト ン 基 の 還 元 に お け る 反 応 条 件 の 検 討
第 1 節 緒 言
ケ ト ン 基 の 還 元 に は 、 こ れ ま で 多 数 の 水 素 化触蝶 、 還 厄 試 薬 が 開 発 さ れ て き
た 。 他 方 で 、 あ る 基 質 を 立体選択 的 に - 段 階 で 変 換 す る 日 的 で 生体触 媒 が し ば
し ば利 用 さ れ て い る 1) 。 代 表 的 な 例 は 加 水 分 解 酵 素 に よ る エ ス テ ル 類 の 光 学 分
害1J や 脱 水 素 酵 素 に よ る ケ ト ン の 不 斉 還 元 で あ る
2
，] ， 1)。 こ れ ら の 反 応 を 利 用 し て
光 学活 性 ア ル コ ー ル の 合成 が行 わ れて い る 。
こ こ で は 、 体制 が 単 純 で 増 殖 が速 く 、 後 処理 の 容 易 な バ ク テ リ ア を 用 い 、 室
温 、 水 溶液 中 で 、 合成樹脂 の 原 料等 に 利 用 さ れて い る 9ー ブ ル オ レ ノ ン の 還 元 を
試 み た 。 ま た 、 反 応 条 件 が収 率 、 生 成物 に 及 ぼす影響 を 調 べ 、 効 率 的 な 9- フ ル
オ レ ノ ン の 還 元 に つ い て検 討 し た 。 さ ら に 、 微 生 物 に よ る 還 元 反 応 の 代 表 的 な
酵 母菌 と の 問 で 反 応 の 比 較 を 行 っ た 。
第 2 節 実 験
菌 体 、 培 養 は第2 章 ビ フ ェ ニ ル 酸化 と 同 様 の 条件 で行 っ た 。
2 . 1  9 - フ ル オ レ ノ ン の 反 応 お よ び 生 成 物 の 分 析
B. brevis を 1 0 mL の 液体培地 を 加 え た L 字管 に 植菌 し 、 30 0C の 恒温槽 中 で
24時 間 振 還 さ せ培 養 を 行 っ た 。 培養終 了 後 、 培 養液 中 に 9一 フ ル オ レ ノ ン (東京
化 成 工 業 (株) 製) を 添加 し 300C で 反 応 を 行 っ た 。
生 成物 を 単 離 す る た め に TLC ( シ リ カ ゲ ル フ レ ー ト 20 x 66 mm， Kie s e l  gel 
60 F2 56 ， Merck Co. ) を 用 い た 。 ま た 、 基 質 、 生 成 物 、 予 想、 生 成物 の 標 品 を ヘ
キ サ ン 1 00 % で 展 開 し 、 uv 照射 に よ り 蛍光 ス ポ ッ ト の Rf値 を 測定 し た 。
生成物 を 定 量す る た め に 一定 時 間 毎 に 反 応 液 を 1 0 mL サ ン フ リ ン グ し 、 そ の
サ ン プル を 酢酸 エ チ ル2 mL で3 回 抽 出 し 、 一定 量 に 調 製 し た の ち H PLC で 測定
し た 。 溶 出 液 は ア セ ト ニ ト リ ル - 水 を 用 い 、 流 速 1 mL/min で4 : 6 か ら 8 : 2 
ま で 1 5分 間 勾 配 溶 離 さ せ た 。 カ ラ ム 温 度 は 室 温 、 検 出 波長 は 253 nmで 分 析 を
行 っ た 。
A­ヴd にυウt
2 . 2  1 - ア セ ナ フ テ ノ ー ル の 反 応 お よ び 生 成 物 の 分 析
ト ア セ ナ フ テ ノ ー ル(東京化 成 工 業(株) 製) 、 お よ び生成物 の 分 析 は 、 HPLC を
用 い 、 CHI RALCEL 08 ( 4 .G nun i . cl .  X 250 mll1 ， DAlCEL CHEMICAL 製 ) を
使 用 し た 。 溶 出 液 は ヘ キ サ ン - 2- プ ロ パ ノ ー ル を 用 い 、 流速 1 mL/min で 9 :
i で25分 間 溶離 さ せ た 。 カ ラ ム 温 度 は 室 温 、 検 出 波 長 は2 54 nmで 分 析 を 行 っ
た。
第 3 節 結 果 と 考 察
3 . 1  9 - フ ル オ レ ノ ン の 還 元
L 壌 中 か ら 単離 さ れ た バ ク テ リ ア 25株 中 、 ナ フ タ レ ン の 水 酸 化 を 選択 的 に 示
し た 2株 B. ccrcus と B. brevis を 用 い 9- フ ル オ レ ノ ン に つ い て 活 性 を 調 べ た 。
阿南体 を そ れぞれ標準培地 1 0 rnL を入れ た L 字管 に加 え 30 0C 、 1 2時 間 培養 し 、
府地 中 濃度が 1 . 1 rnrnol/L と な る 9- フ ル オ レ ノ ン ー ア セ ト ン 溶液 を 添 加 し 、 2 4
時 間 反 応 を 行 っ た 。 反 応 液 1 0 InL を 2 rnL の 酢 酸 エ チ ル で3 回 抽 出 し HPLC で 分
析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 B. ccre us 、 B. brevis の 両 菌 体 に 9- フ ル オ レ ノ ン の
活 性 が 認 め ら れ た 。 両 菌体 と も 1 2 . 5 分 に 生成物 の ピ ー ク が現れ 、 標 品 の 9ー フ ル
オ レ ノ ー ル と 保持時 間 が 一致 し た 。
3 . 2  9 - フ ル オ レ ノ ン の 還 元 活 性 の 比 較
30 1nLの L字管 中 に 標準培地 1 0 InL、 培地 中 濃度 が 1 . 1 mmol/L と な る 基 質 ア
セ ト ン 溶 液 お よ び 20 g-we t / L と な る B. brevis ま た は B. cereus を 加 え 30 0C
で24時 間 振 渥 し 反 応 を 行 っ た (表 1 7) 。 こ れ ら の 結果 よ り 、 B. cere us は24時 間
後 に 変 換 率7 1 . 6 % 、 収 率3 5 . 0 % を 得 た 。 一 方 、 B. brevis は 24時 間 後 に 変 換 率
56.8 % 、 収 率 34 . 1 % に 達 し 、 B. cθrθ us に 比べ 選 択 率 が 高 か っ た 。 こ こ で は 、
選択本 の 高 い B. brevÍs を 用 い 9- フ ル オ レ ノ ン の 反 応 を 行 っ た 。
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Reduc tion of 9-t1 uorenone by B. bre vis and B. cereus a )  
Conv .  of 9-f1 uore none 
1 %  
7 1 .6 
56. 8 
Select . of 9-f1 uorenol Y i el d  of 9-f1 uorenol 
i 句。 1 %  
48 . 8  3 5 . 0  
60. 0 34. 1 
a) I nto  a 30 mL L-shaped test tu be we re added 1 0  mL of a st andard c u 1 tu re sol ution ，  20 
g-wet! L  of bac teri a， and 1 . 1  m mol/ L of 9-f1uore none d i ssolved i n ace tone. T he reac tion 
w as carri ed out at  30 oC for 24h . 
3 . 3 9 - フ ル オ レ ノ ン の 還 元 に よ る 生 成 物 の 分 離 と 分 析
本 培 養 後 、 B. brevis を 遠 心 分 離 で 集 菌 υ 滅 的 水 で 2 [口j 洗 浄 し た 後 、 20
g-we t /L と に な る よ う に 標 準 培 地 に 再 懸 濁 し た 。 そ の 懸 濁 液200 rnL を 容 量
500 mLの 坂 口 フ ラ ス コ に 入 れ2 . 2 mmolの 9- フ ル オ レ ノ ン - ア セ ト ン 溶 液 を 加
え た 。 そ の 後 、 30 0C の 恒 温 槽 中 で24時 間 反 応 を 行 っ た 。 反 応 終 了 後 、 反 応 液
1 00 mLに 対 し 20 mL の エ ー テ ル で3 回 抽 出 し 、 抽 出 液 を 無 水硫酸 ナ ト リ ウ ム で
脱 水 、 エ ー テ ル を 留去 し た 後 、 留 分 を ヘ キ サ ン に 溶解 さ せ た 。 次 に 、 シ リ カ ゲ
ル ( Kiese l  ge 1 60 ， lvIerck製 ) を 内 径 1 4 mm の カ ラ ム に 高 さ 200 rmn ま で 充
填 し 、 ヘ キ サ ン 1 00 % で カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 い 生 成物 を 単離 し た 。
生 成 物 は GC-MS 、 l H-NM R ス ペ ク ト ル 、 で 測 定 を 行 っ た 。 MS m/z : 1 82 
( 1 00) (Mt ， 1 8 1  (92) (M-H) ' ，  1 65 ( l 7) (M-OHr ，  1 52 (45) (M-CH-OH)+であ っ
た 。 l H-NMR(400MHz， CDC l) の 分 析 結 果 は ， Ò 5 . 6 1 ( l H ; -OH) ， Ò 5 . 59 
( l H ;-CH-) ， Ò 7 . 64-7 . 67 (8H ; aromatic) で あ っ た 。
こ れ ら の 結果 よ り 、 生成物 は9 フ ル オ レ ノ ー ル と 同 定 さ れ た 。
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Table 1 8  Effects of the concentrat ion of 9-fl uore none on the y ie ld of 
9-fl uore nol a )  
3 . 4 . 2  反 応 雰 囲 気 が 9 - フ ル オ レ ノ ー ル 収 率 に 及 ぼ す 影 響
B. brevis は 、 通 気 下 、 す な わ ち 酸 化雰 囲 気で9- フ ル オ レ ノ ン の 還 元活 性 を 示
し た 。 こ こ で は 、 酸 化雰 囲気 で あ る に も 関 わ ら ず収 率50 % を 得た 。 そ こ で 、 様 々
な ガ ス 雰 囲 気条 件 下 で 反 応 を 行 い 収 不 に 及 ぼす影響 を 調 べ た 。
メ タ ン ガ ス (住 友 精 化 ( 株)製 ) 、 水 素 ガ ス 、 窒 素 ガ ス (サ カ ヰ 産 業 ( 株) 製 ) 、 二酸
化 炭 素 ガ ス 、 酸 素 ガ ス (サ カ ヰ 産 業(株 )製)雰 同 気 ド 、 そ れ ぞ、才l ;iOnìL の L字 管 に
標準培地 1 0 mL、 培 地 中 濃 度 が 1 . 1 nmlollL と な る 9 フ ル オ レ ノ ン ア セ ト ン
溶 液 、 20 g-wet /L と な る 菌体 を 加 え 30 0C で 24時 間振滋 し 反 応 を 行 い 、 空 気 存
在下 に お け る 反応 と 比較 し た (表 1 9) 。
そ の 結果 、 メ タ ン 、 水 素 、 窒 素 ガ ス 雰 囲 気 下 で の 反 応 は79 92 % と 尚 い 収 不
を 示 し た 。 一 方 、 一二 酸 化 炭 素 、 酸 素 ガ ス の 雰 囲 気 下 で は 、 そ れ ぞれ 1 6 . 6 % 、
5 . 4 % と 収 率 が低 か っ た 。 こ れ は 、 炭 酸 ガ ス に よ る 府 地 中 のpH の 低 ド 、 隣 素 に
よ る 還 元 反 応 の 阻害 が推察 さ れ た 。
3 . 4 反 応 条 件 が 収 率 に 及 ぼ す 影 響
3 . 4 . 1 基 質 添 加 量 が 収 率 に 及 ぼ す 影 響
30 1nLの L字 管 中 に 標 準 倍 地 1 0 rnL 、 培 地 中 濃 度 が0 . 55 - 5 . 5  rrunol/L と な
る 9- フ ル オ レ ノ ン - ア セ ト ン 溶液 、 培 地 中 濃度2がo g-wet /L と な る 菌体 を 加
え30 C で 1 2時 間 振 還 さ せ 反 応 を 行 っ た (表 1 8) 。
基 質 添 加 量 を 減 少 さ せ る に つ れ収 率 は増 加 し 、 培 地 中 濃度 が0 . 55 rruno1/L 、
1 . 1  rnmol/L で そ れ ぞれ 、 82 . 5 、 7 6 . 0 % の 収 率 を 得 た 。 一 方 、 5 . 5 ITl11101/Lで
は収率 1 5 . 6 % と 低 く 、 菌体 量 に 対 し ー定 の 基質 消 費 量 が 認 め ら れ た 。
Conc . of 9- fluorenone I m mollL  Y ield of  9-fl uorenol l 0/0 
0. 5 5  82 . 5 
Table 1 9  Reduct ion of 9-fl uorenone unde r var i ous atmos phere a ) 
'SEA ---EA 7 5 . 0  
5 . 5  1 5 . 6  
Atmosphe re Y iel d  of 9-f1 uorenol  / 0/0 
Air  50. 0 
CH斗 92 . 3 
H2 88 . 6 
N2 78 . 8  
C02 1 6. 6  
02 5 . 4  
2 . 2 26 . 9 
a) I nto  a 30 mL L-shaped t est  tube we re added ) 0 mL of a standard c u l tu re sol ution ，  
20 g-wetJ L  of bac teri a， and 9一日 uorenone d i sso lved i n  acetone . The re acti on was 
ca rried out at 30 oC for 24h .  
a )  I n to  a 30 mL L-shaped t est  tube we re added 1 0  mL of  a standard c u lture 
soluti on，  20 g-we νL of bacteria ， and 1 . 1 mm ol/L of 9-fl uorenone d i ssol ved 
in acetone. The reac tion was ca rried out at 30 oC for 24h .  
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3 . 4 . 3  メ タ ン ガ ス 雰 囲 気 が 収 率 に 及 ぼ す 影 響
ガ ス 雰 凶 気 を 換 え て 反 応 を 行 っ た と こ ろ 、 メ タ ン ガ ス が 最 も 高 い 収 率 を 与 え
メ タ ン ガ ス 雰 閃 気下 お よ び通 気 下 に お け る 反 応 の 経時 変 化 を 比 較た 。 そ こ で 、
し た 。
30 111Lの し字管 に 標 準培地 1 0 InL 、 培 地 中 濃 度 が 1 . 1 1111nol/L と な る 9- フ ル オ







応 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 1 2 時 間 後 、 通 気 下 に お け る 還 元 反 応 は収 率75 % を 示 し
メ タ ン 雰 囲 気 下 で の 反 応 は収 率 9 7 % に 達 し 、
培 地 p Hが 収 率 に 及 ぼ す 影 響
メ タ ン ガ ス 雰 同 気 下 、 30 mL の L字 管 に 塩 酸 及 び 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 を
1 3 に 調 整 し た 標 準 培 地 1 0 D1L に 、 培 地 中 濃 度 が 1 . 1 rr町lol/L と な る
9- フ ル オ レ ノ ン - ア セ ト ン 溶液 、 20 g-wet /L と な る 菌 体 を 加 え 30 0C で 1 2 時 間
高 い 9- フ ル オ レ ノ ー ル収 率
を ボ し た 。






阪 還 し 反 応 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 9- フ ル オ レ ノ ン の 還 元 は pH7 - 8 で 高 い 収 率
を 得 た 。 pH2及 び、pH 1 3 で は 反 応 し な か っ た 。
B. b r e v i s と 酵 母 菌 の 9 - フ ル オ レ ノ ン に 対 す る 還 元 性 の 比 較3 . 5  
、ず」ー微 生 物 に よ る 有 機 化 合 物 の 還 元 反 応 は 酵 母 菌 が 一般的 に 用 い ら れ て い る 。
Oj 
0 
パ ン 酵 母 (BY) と B. brevÍs の 反 応 を 比 較 し た 。こ で は 、
20 10 培ま た は 通 気 下 で 30 mLの L字 管 に 標 準培 地 1 0 mL、メ タ ン ガ ス 雰 囲 気 下 、
Reaction time / h 
地 中 濃 度 が 1 . 1 rnnlol/L と な る 9- フ ル オ レ ノ ン - ア セ ト ン 溶 液 、 20 g-wet /L 
Reduction of 9-fl uorenone to 9-f1 uorenol by baker's yeast 
and B. brevis . 
Fi g .  1 2  
ま た は20 g-dry/L と な る BY( 日 清製粉(株) 製) を 加 え 30 0C で
BYは 、 果 糖 を 添 加す る こ と に よ り 収 率 の
こ こ で は 1 0 111Lの 液体培地 中 に 0 . 2 gの 果糖 を 添 加 し 反
と な る B. brevÍs 、
24日寺 問 振 濠 し 反 応 を 行 っ た (図 1 2) 。
噌 加 が 見込 ま れ る た め 、
応 を 行 っ た 。
そ の 結 果 、 I nto a 3 0  m L  L-shaped test tube were added 1 0  m L  of a standard cu l ture sol ut ion ，  
1 . 1 mmol /L of 9-fl uorenone d i ssol ved in  acetone， and microorgan i sms.  
Â: 20 g-dry/L of BY under CH4 atomspher， 
ム: 20 g-dry/L of BY under a i r  atomspher， 
.:  20 g-wet/L  of B. brevis under CH4 atomspher. 
メ タ ン ガ ス 雰 囲 気下 に お い て 、
- }j 、 B. òrcvis は 収 率7 1 . 2 % に 達 し た 。 さ ら に 、
に 達す る の に 対 し 、 B. brevis は 1 2時 間 後 、 飽和 に 達 し た 。
こ こ で は 、 乾燥薗体重量でB. brevis がBYの 1 0 分 の l 以下 の 量で あ る に も か か
わ ら ず、 反 応 を 速 く 進行 さ せ還 元 活 性 が 大 で あ っ た 。
BYは3 時 間 後 収 率42 . 7 % を 得 た 。
BYは24時 間 後 に 収 率 が飽和
ま た 、 BYに お い て も メ タ ン ガ ス 雰 囲 気 下 で は 、 空 気 中 の 反 応 に 比 べ 反 応 が速
く 進行 し た 。
ハUQU 
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3 . 6  9 -フ ル オ レ ノ ン の 反応 に お け る B . b re v is 酵素系の検討
B. brevis は メ タ ン ガ ス 雰 図 気 下 で 収 率 良 く 9- フ ル オ レ ノ ン を 還 元 し 、 9- フ ル
オ レ ノ ー ルを 生成 し た 。 ま た 、 酸 化 雰 囲気 下 、 た と え ば通 気下 で9- フ ル オ レ ノ ー
ル を 基 質 と し た 場 合 、 24 時 間 後 に は選 択 率76 .4 % 、 収 率64. 9%で9- フ ル オ レ ノ
ン を 生 成 し 高 い 酸 化 活 性 を 示 し た CSche me 6)。 こ の と と よ り 酵 素 系 は オ キ シ ド
レ ダ ク タ ー ゼの 存 在 が 示 唆 さ れ た 。 ま た 、 r 体 、 s 一 体 の 比 が 1 : 1 の 1 - ア セ ナ
フ テ ノ ー ル を 、 約 1 : 2 C ま た は2 : 1 ) の 割 合 で 立体 区 別 酸 化 を 行 い 、 1 - ア セ ナ
ブ テ ノ ン を 生 成 し た CScheme 7) 。
第 4 節 結 論
B. brevis を 用 い 9- フ ル オ レ ノ ン の 反応 条 件 を 検討 し 、 以下 の 結 論 を 得 た 。
1 )  9- フ ル オ レ ノ ン を 還 元 し 、 9- フ ル オ レ ノ ー ル を 牛ー 成 し た 。 ま た 、 9- フ
ル オ レ ノ ー ル を 酸化 し 、 9- フ ル オ レ ノ ン を 生 成 し た 。
2)  9- フ ル オ レ ノ ン の 還 元 反 応 は 、 メ タ ン ガ ス 雰 開 気 ド で 反 応 で 高 い 収 率 を
得 た 。
3) B. brevis は 、 メ タ ン ガ ス 雰 囲 気下 で 酵 母菌 よ り も 高 い 還元活性 を 示 し た 。
4) 1 ア セ ナ フ テ ノ ー ル の 立体 区 別 酸 化 を 行 っ た 。
B. brev is 
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Scheme 6 Red uction of 9-fl uore none by B. brevis . 
� 1 1 1  1 + 
B. hre\ ' is 
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l -acenaphthe nol l -acenaphthenon l -acenaph血e nol
( RJS or S/R=2) ( RlS= l )  
Sche me 7 Oxidat ion of l -ac enaphthenol by B. brevis . 
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第2 章 生 成 物 の 膜 分 離 法 の 検 討
第 1 節 緒 言
バ ク テ リ ア に よ る 反 応 は 水 中 で行 う の が 一般 的 で あ り 、 生 成 物 の 分離 は 反 応
液 か ら 直 接 溶 媒 で抽 出 さ れ る 。 す な わ ち 、 酢酸 エ チ ル エ ス テ ル な ど の 有 機溶 媒
で抽 出 す る 必 要 が あ る 。 し た が っ て 、 抽 出 時 に お け る 蘭体 と の 肢触や抽 出 後 の
有 機 溶 媒 の 処理 な ど 、 人体や環境 に う え る 影 響 は 少 な く な い 。 井t J& 物 の 抽 U1 Îj 
法 は 、 こ の 直 接 溶 媒抽 出 法 の 他 、 電気泳動 法 や 、 濃度 差 、 電 場 、 圧 力 の 駆 動 力
を 利 用 し た 膜 分 離 法 な ど が あ る 。 こ こ で は 、 人 体お よ び、環境 へ の 負 仰 を 軽 減 す
る 目 的 で透析膜 を 利用 し た 生成 物 の 分離 を検 討 し た 。
第 2 節 実 験
菌体 、 情 養 は第2 章 ビ フ ェ ニ ル 般化 と 同 様 の 条 件 で行 っ た 。
2 . 1 9 - フ ル オ レ ノ ン の 反 応
2 L三 角 フ ラ ス コ に 標 準培 地 l L と 前 培 養 液2 mL を 加 え �)O oC の恒温槽 中 で36
時 間 振 塗( 1 00 r .p .m. ) し 大 量 培 養 を 行 っ た 。 大 量培 養 後 、 式 タ ン ガ ス雰問気下
で 1 rnmol/Lの 9- フ ル オ レ ノ ン を加 え 72 時 間 30 0C の ↑l{11，1槽rt I で 反応 を 行 っ た 。
2 . 2  生 成 物 の 分 析
樹脂 上 に 吸 着 さ れ た 9- フ ル オ レ ノ ー ル を 分 離定 量 す る た め に400 mL の メ タ
ノ ー ル で 溶 離 さ せ た 後 、 そ の 1 0 μ 1 を HPLC で 測 定 し た 。 HPLC の 溶 出 液 は ア
セ ト ニ ト リ ル -水 を 用 い 、 流 速 1 ml/min で 4 : 6か ら 8 : 2 ま で 1 5分 間 勾 配 溶 離
さ せ分 析 を 行 っ た 。 カ ラ ム 温 度 は室温 、 検 出 波長 は253 nm と し た 。
2 . 3  膜 分 離 装 置
蒸 留 水 を 300 ml/h で 流 し た ガ ラ ス 管(20 rnm i . d .  X 700 rnm) 内 に 透 析 チ ュ ー
ブ、(Spectra /Por Biotech Membranes MWCO : 3 ， 500) (3 . 8mm Ld .  X 700mm) を
通 し 、 チ ュ ー ブ内 に 反 応液 を 向 流 的 に 20 mL/h の 速 さ で流 し 込 む こ と に よ り 生
成 物 を 溶 出 し た 。 こ の 生 成物 分離管 を 3 本 接 続 し 、 生 成物 を 溶 出 さ せ た 水 を 吸
着 カ ラ ム (Rohm&Haas ， Co. 製 デ ュ オ ラ イ ト S-877 ; 50 g )層 に 通 し 、 生 成 物 を
イ オ ン 交換樹脂 に 吸 着 さ せ た 。 装 置 図 を Scheme 8 に 示 し た 。 ま た 、 樹 脂 に 吸
着 し た 生 成物 は メ タ ノ ー ル で洗 浄 し 生成物 を 取 り 出 し た 。
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第 3 節 結 果
反 応 終 了 後 、 反 応液 の 一 部 を 分 取 し 、 酢 酸 エ チ ル で抽 出 し た と と ろ 、 9- フ ル
オ レ ノ ー ル の 収 率 は9 5 . 9 % で あ っ た 。 一方 、 と の 反 応 液 を 膜 分 離 装 置 に 通 し 9
- フ ル オ レ ノ ー ル を 抽 出 し た と こ ろ 、 89 . 3 % の 収 率 を 得 た 。 こ の 結 果 よ り 、 膜
分 離 装 置 を 利 用 し て従来 の 有機 溶 媒 に よ る 抽 出 の 約 90 % を 抽 出 す る と と がで き
た 。 残 り の 1 0 % は樹脂上 に 吸着 さ れ抽 出 で き な か っ た も の と 思わ れ た 。
結 論
透 析膜 を 利用 し た 生 成物 の 分離 で 、 以 下 の 結 論 を 得 た 。
膜 分 離 装 置 を 用 い 9- フ ル オ レ ノ ー ル を 抽 出 し と こ ろ 、 従 来 の 有機 溶 媒 に よ る































































本研究 で は 、 バ ク テ リ ア の 有 す る 生体触媒 系 に 注 目 し 、 温和 な 条 件 下 で安 全 か つ 選択
性 良 く 反 応 を 行 う こ と を 目 的 と し て 、 有 用 菌株 の 分離お よ び芳香族環状化 合 物 の 効 率 的
な 反 応 条 件 の 検 討 を 行 っ た 。
第 l i!?13 第 l 章 で は 、 自 然 界 に 生 息 す る 有 用 物 質 生 産 菌 の 探索 を 目 的 と し 、 水 中 お よ び
l � 壌 よ り 巾 離 し た βacjJJus cere us お よ びBacil1us brevis が ナ フ タ レ ン を 選択 的 に 酸 化
す る こ と を 見 い 出 し た 。
第2 fiZ で は 、 ナ フ タ レ ン 、 メ チ ル ナ フ タ レ ン 類 、 ビ フ ェ ニ ル の 酸 化 反 応 に よ る 生 成 物
の |司 定 を 行 い 、 最適反応 条 件 を 検 討 し た 。 ナ フ タ レ ン の 反 応 で は 、 1 -ナ フ ト ー ル 、 2- ナ
フ ト ー ル を 生 成 し 、 そ の 生成 比 は94 : 6 で あ っ た。
ト メ チ ル ナ フ タ レ ン の 酸 化 で は 1 ー ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ナ フ タ レ ン お よ び、芳香 環 水 酸 化物
を 生 成 し 、 2- メ チ ル ナ フ タ レ ン の 酸 化 で は2- ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ナ フ タ レ ン お よ び芳香環
ノk 般化 物 を 生 成 し た 。 2 ， 6- ジ メ チ ル ナ フ タ レ ン の 酸 化 で は2- ヒ ド ロ キ シ -6- メ チ ル ナ フ
タ レ ン 、 2 ， 6- ビ ス ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ナ フ タ レ ン お よ び6- メ チ ル-2-ナ フ タ レ ン カ ル ボ ン
般 を 生 成 し た 。 ビ フ ェ ニ ル の 酸 化 で は 、 4- ヒ ド ロ キ シ ビ フ ェ ニ ル お よ び、4，4'- ジ ヒ ド ロ キ
シ ビ フ エ 二 ル を 生 成 し た 。
第3 辛 で は トナ フ ト ー ル 収 率 の 増 加 法 に つ い て 検 討 し た 。 ア ニ オ ン 交換 樹脂 の 添 加 が
逐次 的 に 生成す る 1 -ナ フ ト ー ル を 吸着 除 去 し な が ら 反応 を 進 め収率 を 増加 さ せ た。 ま た 、
l単i体 の 固 定化 を 行 い 、 κ ー カ ラ ギ ー ナ ン 固 定 化物 を 回 収 し な が ら 反 応 を 繰 り 返 し 、 1 0 回
位 度 1 0 % の l ー ナ フ ト ー ル収 率 を 保つ こ と がで き た 。
第2 音f� 第 1 章 で は 、 Bac立lus brevis を 用 い 、 9- フ ル オ レ ノ ン 還 元 条 件 の 検 討 を 行 っ た 。
メ タ ン ガ ス 雰 囲 気 下 に お い て 1 2時 間 後 、 収 率9 7 . 3 % で9ー フ ル オ レ ノ ー ル を 生成 し た 。
第2 章 で は 、 透 析膜 を 利 用 し た 膜 分 離 装 置 を 開 発 し た 。
透析膜 の 内 側 と 外 側 で 反応 液 と 水 を 向流 的 に 流す こ と に よ り 、 生成物 の 抽出 を 行 っ た 。
こ の 抽 出 液 を 吸 着性樹脂 に 通 し 吸 着 回 収 し 高 い 抽 出 率 を 得 た 。
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本 研 究 を 行 う に あ た り 、 終 始 懇 切 な ご 指 導 、 ご 鞭 縫 と ご 助 言 を 賜 り ま し
た 、 井 上 正 美 教 授 に 厚 く 御 礼 申 し 上 げ ま す 。 さ ら に 、 本 論 文 の 研 究 成 果 を
ご 検 討 お よ び と り ま と め に あ た り 適 切 な ご 意 見 と ご 指 導 を 頂 き ま し た 、 島
崎 長 一 郎 教 授 な ら び に 、 長 谷 川 淳 教 授 に 深 く 感 謝 い た し ま す 。 最 後 に 実 験
に あ た っ て ご 指 導 、 ご 助 言 を い た だ き ま し た 諸 先 生 方 、 論 文 作 成 に 協 力 し
て い た だ い た 学 生 諸 君 に 感 謝 い た し ま す 。
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